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(57)【要約】
本発明は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ（上皮増殖因子受容体変異体ＩＩＩ）に特異的に結合する抗
体を提供する。本発明はさらに、ＥＧＦＲｖＩＩＩおよびもう１つの抗原（例えば、ＣＤ
３）に結合する二重特異性抗体、並びに、抗体コンジュゲート（例えば、抗体－薬物－コ
ンジュゲート）を提供する。本発明は、さらに、抗体をコードする核酸、並びに、そのよ
うな抗体（単一特異性および二重特異性）および抗体コンジュゲートを得る方法に関する
。本発明は、さらに、神経膠芽腫などのがんを含む、ＥＧＦＲｖＩＩＩに関連する病態の
処置のためにこれらの抗体および抗体コンジュゲートを使用する処置方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　上皮増殖因子受容体変異体ＩＩＩ（ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に特異的に結合する単離された
抗体であって、
（ａ）（ｉ）配列番号６２、６３、６４、７４、７５、７６、８０、８１、８２、８８、
８９、９０、９３、９４、９５、９９、１００、１０１、１０９、１１０、１１１、１１
５、１１６、１１７、１２１、１２２、１２３、１３２、１３３、１３４、１３７、１３
８、１３９、１４３、１４４または１４５で示される配列を含む重鎖可変（ＶＨ）相補性
決定領域１（ＣＤＲ１）；（ｉｉ）配列番号６５、６６、６８、６９、７０、７１、７７
、７８、８３、８４、８６、８７、９１、９２、９６、９７、９８、１０２、１０３、１
０５、１０６、１１２、１１３、１１８、１１９、１２４、１２５、１２７、１２８、１
３０、１３１、１３５、１３６、１４０、１４１、１４６、１４７、２２４、２２５、２
２６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５また
は２３７で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配列番号６７、７２、
７３、７９、８５、１０４、１０７、１０８、１１４、１２０、１２６、１２９、１４２
、１４８、２１９、２２０、２２１、２２２、２２３または２３６で示される配列を含む
ＶＨ ＣＤＲ３を含むＶＨ領域；および／または、
（ｂ）（ｉ）配列番号１４９、１５４、１５６、１５９、１６２、１６５、１６６、１６
８、１６９、１７０、１７１、１７３、１７４、１７６、１７８、１８１、１８２、１８
５、１８７、１９０、１９２、１９５、１９８、２３８または２３９で示される配列を含
む軽鎖可変（ＶＬ）ＣＤＲ１；（ｉｉ）配列番号１５０、１５２、１５５、１５７、１６
０、１６３、１７２、１７５、１７９、１８３、１８６、１８８、１９１、１９３、１９
６または１９９で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番号１５
１、１５３、１５８、１６１、１６４、１６７、１７７、１８０、１８４、１８９、１９
４、１９７または２００で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む、抗
体。
【請求項２】
　上皮増殖因子受容体変異体ＩＩＩ（ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に特異的に結合する単離された
抗体であって、
配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７
、３０、３２、３４、３５、３７、３９、４１、４３、４４、４６、４８、５０、５２、
５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、２０２、２０３、２０４、２
０５、２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１４、２１６、２１７または２１８
で示されるＶＨ配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶＨ ＣＤＲ３を含むＶＨ領
域；および／または、
配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２
８、２９、３１、３３、３６、３８、４０、４２、４５、４７、４９、５１、２１１、２
１２、２１３または２１５で示されるＶＬ配列のＶＬ ＣＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２およびＶ
Ｌ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む、抗体。
【請求項３】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩに特異的に結合し、請求項１または２に記載の抗体と競合する、単離
された抗体。
【請求項４】
　全長ヒト抗体である二重特異性抗体であって、標的抗原に特異的に結合する二重特異性
抗体の第１の抗体可変ドメインを含み、ヒト免疫エフェクター細胞に位置するエフェクタ
ー抗原に特異的に結合することにより、ヒト免疫エフェクター細胞の活性を動員できる二
重特異性抗体の第２の抗体可変ドメインを含み、第１の抗体可変ドメインが、配列番号１
、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、３０、３
２、３４、３５、３７、３９、４１、４３、４４、４６、４８、５０、５２、５３、５４
、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、２０２、２０３、２０４、２０５、２０
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６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１４、２１６、２１７または２１８で示される
重鎖可変（ＶＨ）配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶＨ ＣＤＲ３を含むＶＨ
領域；および／または、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０
、２２、２４、２６、２８、２９、３１、３３、３６、３８、４０、４２、４５、４７、
４９、５１、２１１、２１２、２１３または２１５で示される軽鎖可変（ＶＬ）配列のＶ
Ｌ ＣＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２およびＶＬ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む、二重特異性抗
体。
【請求項５】
　第２の抗体可変ドメインが、配列番号２４０で示される重鎖可変（ＶＨ）配列のＶＨ 
ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶＨ ＣＤＲ３を含むＶＨ領域；および／または、配列番
号２４１で示される軽鎖可変（ＶＬ）配列のＶＬ ＣＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２およびＶＬ 
ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む、請求項４に記載の二重特異性抗体。
【請求項６】
　全長ヒト抗体である二重特異性抗体であって、標的抗原に特異的に結合する二重特異性
抗体の第１の抗体可変ドメインを含み、ヒト免疫エフェクター細胞に位置するエフェクタ
ー抗原に特異的に結合することにより、ヒト免疫エフェクター細胞の活性を動員できる二
重特異性抗体の第２の抗体可変ドメインを含み、第１の抗体可変ドメインが、
ａ.（ｉ）配列番号６２、６３、６４、７４、７５、７６、８０、８１、８２、８８、８
９、９０、９３、９４、９５、９９、１００、１０１、１０９、１１０、１１１、１１５
、１１６、１１７、１２１、１２２、１２３、１３２、１３３、１３４、１３７、１３８
、１３９、１４３、１４４または１４５で示される配列を含む重鎖可変（ＶＨ）相補性決
定領域１（ＣＤＲ１）；（ｉｉ）配列番号６５、６６、６８、６９、７０、７１、７７、
７８、８３、８４、８６、８７、９１、９２、９６、９７、９８、１０２、１０３、１０
５、１０６、１１２、１１３、１１８、１１９、１２４、１２５、１２７、１２８、１３
０、１３１、１３５、１３６、１４０、１４１、１４６、１４７、２２４、２２５、２２
６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５または
２３７で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配列番号６７、７２、７
３、７９、８５、１０４、１０７、１０８、１１４、１２０、１２６、１２９、１４２、
１４８、２１９、２２０、２２１、２２２、２２３または２３６で示される配列を含むＶ
Ｈ ＣＤＲ３を含むＶＨ領域；および／または、
ｂ.（ｉ）配列番号１４９、１５４、１５６、１５９、１６２、１６５、１６６、１６８
、１６９、１７０、１７１、１７３、１７４、１７６、１７８、１８１、１８２、１８５
、１８７、１９０、１９２、１９５、１９８、２３８または２３９で示される配列を含む
軽鎖可変（ＶＬ）ＣＤＲ１；（ｉｉ）配列番号１５０、１５２、１５５、１５７、１６０
、１６３、１７２、１７５、１７９、１８３、１８６、１８８、１９１、１９３、１９６
または１９９で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番号１５１
、１５３、１５８、１６１、１６４、１６７、１７７、１８０、１８４、１８９、１９４
、１９７または２００で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む、二重
特異性抗体。
【請求項７】
　第２の抗体可変ドメインがエフェクター抗原ＣＤ３に特異的に結合する、請求項６に記
載の二重特異性抗体。
【請求項８】
　第２の抗体可変ドメインが、
ａ.（ｉ）配列番号２４４、１１０または２４５で示される配列を含む重鎖可変（ＶＨ）
相補性決定領域１（ＣＤＲ１）；（ｉｉ）配列番号２４６または２４７で示される配列を
含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配列番号２４８で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ
３を含むＶＨ領域；および／または、
ｂ.（ｉ）配列番号２４９で示される配列を含む軽鎖可変（ＶＬ）ＣＤＲ１；（ｉｉ）配
列番号２５０で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番号２５１
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で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域
を含む、請求項７に記載の二重特異性抗体。
【請求項９】
　ヘテロ二量体タンパク質の第１および第２の抗体可変ドメインの両方が、ヒンジ領域内
の２２３位、２２５位および２２８位、並びに、ヒトＩｇＧ２（配列番号２９０）のＣＨ
３領域内の４０９位または３６８位（ＥＵナンバリングスキーム）にアミノ酸修飾を含む
、請求項４～８のいずれかに記載の二重特異性抗体。
【請求項１０】
　ヒトＩｇＧ２の２６５位、３３０位および３３１位の１つまたはそれ以上にアミノ酸修
飾をさらに含む、請求項９に記載の二重特異性抗体。
【請求項１１】
　特定の部位に設計されたアシル供与体であるグルタミンを含有するタグを含む、請求項
１～３のいずれかに記載の抗体。
【請求項１２】
　リンカーを含む、請求項１１に記載の抗体。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれかに記載の抗体をコードする核酸。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１５】
　請求項１３に記載の核酸または請求項１４に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１６】
　抗体が作用物質にコンジュゲートしており、作用物質が、細胞傷害性物質、免疫調節剤
、イメージング剤、治療的タンパク質、バイオポリマーおよびオリゴヌクレオチドからな
る群から選択される、請求項１～３および１１～１２のいずれかに記載の抗体のコンジュ
ゲート。
【請求項１７】
　医薬として使用するための、請求項１～３および１１～１２のいずれかに記載の抗体、
請求項４～１０のいずれかに記載の二重特異性抗体、または、請求項１６に記載のコンジ
ュゲート。
【請求項１８】
　医薬が、多形神経膠芽腫、退形成星状細胞腫、巨細胞膠芽腫、膠肉腫、退形成乏突起神
経膠腫、退形成上衣腫、退形成乏突起星細胞腫、脈絡叢癌腫、退形成神経節膠腫、松果体
芽腫、松果体細胞腫、髄膜腫、髄上皮腫、上衣芽腫、髄芽腫、テント上原始神経外胚葉性
腫瘍、非定型奇形腫／ラブドイド腫瘍、混合膠腫、頭頸部癌、非小細胞肺癌、乳癌、卵巣
癌、前立腺癌、髄芽腫、結腸直腸癌、肛門癌、子宮頸癌、腎臓癌、皮膚癌、膵臓癌、肝臓
癌、膀胱癌、胃癌、甲状腺癌、中皮腫、子宮癌、リンパ腫および白血病からなる群から選
択されるＥＧＦＲｖＩＩＩに関連するがんの処置において使用するためのものである、請
求項１７に記載の抗体、二重特異性抗体またはコンジュゲート。
【請求項１９】
　がんが、多形神経膠芽腫、頭頸部癌、非小細胞肺癌、乳癌、卵巣癌または前立腺癌であ
る、請求項１８に記載の抗体、二重特異性抗体またはコンジュゲート。
【請求項２０】
　処置を必要としている対象の処置方法であって、
ａ．請求項１～３のいずれかに記載の抗体、請求項４～１０のいずれかに記載の二重特異
性抗体、または、請求項１６に記載のコンジュゲートを提供すること；および、
ｂ．該抗体、二重特異性抗体またはコンジュゲートを、該対象に投与すること
を含む方法。
【請求項２１】
　請求項１～３のいずれかに記載の抗体、請求項４～１０のいずれかに記載の二重特異性
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抗体、または、請求項１６に記載のコンジュゲートを含む、医薬組成物。
【請求項２２】
　対象におけるＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞に関連する症状の処置方法であって
、それを必要としている対象に有効量の請求項２１に記載の医薬組成物を投与することを
含む方法。
【請求項２３】
　症状ががんである、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　がんが、多形神経膠芽腫、退形成星状細胞腫、巨細胞膠芽腫、膠肉腫、退形成乏突起神
経膠腫、退形成上衣腫、退形成乏突起星細胞腫、脈絡叢癌腫、退形成神経節膠腫、松果体
芽腫、松果体細胞腫、髄膜腫、髄上皮腫、上衣芽腫、髄芽腫、テント上原始神経外胚葉性
腫瘍、非定型奇形腫／ラブドイド腫瘍、混合膠腫、頭頸部癌、非小細胞肺癌、乳癌、卵巣
癌、前立腺癌、髄芽腫、結腸直腸癌、肛門癌、子宮頸癌、腎臓癌、皮膚癌、膵臓癌、肝臓
癌、膀胱癌、胃癌、甲状腺癌、中皮腫、子宮癌、リンパ腫および白血病からなる群から選
択されるＥＧＦＲｖＩＩＩに関連するがんである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　がんが、多形神経膠芽腫、頭頸部癌、非小細胞肺癌、乳癌、卵巣癌または前立腺癌であ
る、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞を有する対象における腫瘍の増殖または進行を阻
害する方法であって、それを必要としている対象に有効量の請求項２１に記載の医薬組成
物を投与することを含む方法。
【請求項２７】
　対象においてＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞の転移を阻害する方法であって、そ
れを必要としている対象に有効量の請求項２１に記載の医薬組成物を投与することを含む
方法。
【請求項２８】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞を有する対象における腫瘍退縮を誘導する方法で
あって、それを必要としている対象に有効量の請求項２１に記載の医薬組成物を投与する
ことを含む方法。
【請求項２９】
　請求項１５に記載の宿主細胞を、抗体または二重特異性抗体の産生をもたらす条件下で
培養すること、および、抗体または二重特異性抗体を宿主細胞または培養物から単離する
ことを含む、抗体の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
分野
　本発明は、上皮増殖因子受容体変異体ＩＩＩ（ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に特異的に結合する
抗体、例えば、全長抗体またはその抗原結合性断片に関する。本発明はさらに、ヘテロ多
量体抗体（例えば、二重特異性抗体）および抗体コンジュゲート（例えば、抗体－薬物－
コンジュゲート）に関する。ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体を含む組成物、そのような抗体の製造
および精製方法、並びに、診断および治療におけるそれらの使用も提供される。
【背景技術】
【０００２】
背景
　ＥＧＦＲの腫瘍特異的突然変異体であるＥＧＦＲ変異体ＩＩＩ（ＥＧＦＲｖＩＩＩ）は
、野生型ＥＧＦＲ遺伝子の増幅にしばしば伴うゲノム再編成の産物である。ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩは、２６７個のアミノ酸の欠損と接合部でのグリシン置換を導くエキソン２－７のイ
ンフレーム欠損により形成される。この切断された受容体は、そのリガンド結合能を失う
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が、恒常的なキナーゼ活性を獲得する。興味深いことに、ＥＧＦＲｖＩＩＩは、頻繁に、
同じ腫瘍細胞において、全長野生型ＥＧＦＲと共発現する。さらに、ＥＧＦＲｖＩＩＩを
発現する細胞は、増殖、浸潤、血管新生およびアポトーシス耐性の増加を示す。
【０００３】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩは、多形神経膠芽腫（ＧＢＭ）において最もよく見られる。ＧＢＭの
２５～３５％がこの切断型受容体を有すると見積もられている。さらに、その発現は、し
ばしばより攻撃的な表現型および予後の悪さを反映する。ＥＧＦＲｖＩＩＩの発現は、Ｇ
ＢＭに加えて、非小細胞性肺癌、頭頸部癌、乳癌、卵巣癌および前立腺癌などの他の固形
腫瘍でも報告されてきた。対照的に、ＥＧＦＲｖＩＩＩは健康な組織では発現されない。
正常組織での発現の欠如のために、ＥＧＦＲｖＩＩＩは腫瘍特異的標的化治療の開発に理
想的な標的である。今日まで、高親和性、高特異性、および、ＧＢＭなどのがんの処置に
おける高い効力により特定される、ＦＤＡに承認されたＥＧＦＲｖＩＩＩに対するモノク
ローナル抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）は存在しなかった。従って、効力
と安全性プロフィールが改善され、ヒトの患者への使用に適する、ＧＢＭなどのがんを処
置する抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）が必要とされている。
【発明の概要】
【０００４】
概要
　本明細書に開示される発明は、上皮増殖因子受容体変異体ＩＩＩ（ＥＧＦＲｖＩＩＩ）
に特異的に結合する抗体（例えば、単一特異性または二重特異性抗体）および抗体コンジ
ュゲートを対象とする。ある態様では、本発明は、ＥＧＦＲｖＩＩＩに特異的に結合する
単離された抗体を提供し、ここで、その抗体は、（ａ）（ｉ）配列番号６２、６３、６４
、７４、７５、７６、８０、８１、８２、８８、８９、９０、９３、９４、９５、９９、
１００、１０１、１０９、１１０、１１１、１１５、１１６、１１７、１２１、１２２、
１２３、１３２、１３３、１３４、１３７、１３８、１３９、１４３、１４４、または１
４５で示される配列を含むＶＨ相補性決定領域１（ＣＤＲ１）；（ｉｉ）配列番号６５、
６６、６８、６９、７０、７１、７７、７８、８３、８４、８６、８７、９１、９２、９
６、９７、９８、１０２、１０３、１０５、１０６、１１２、１１３、１１８、１１９、
１２４、１２５、１２７、１２８、１３０、１３１、１３５、１３６、１４０、１４１、
１４６、１４７、２２４、２２５、２２６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、
２３２、２３３、２３４、２３５、または２３７で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ２；
および、ｉｉｉ）配列番号６７、７２、７３、７９、８５、１０４、１０７、１０８、１
１４、１２０、１２６、１２９、１４２、１４８、２１９、２２０、２２１、２２２、２
２３、または２３６で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ３を含む、重鎖可変（ＶＨ）領域
；および／または、（ｉ）配列番号１４９、１５４、１５６、１５９、１６２、１６５、
１６６、１６８、１６９、１７０、１７１、１７３、１７４、１７６、１７８、１８１、
１８２、１８５、１８７、１９０、１９２、１９５、１９８、２３８、または２３９で示
される配列を含むＶＬ ＣＤＲ１；（ｉｉ）配列番号１５０、１５２、１５５、１５７、
１６０、１６３、１７２、１７５、１７９、１８３、１８６、１８８、１９１、１９３、
１９６、または１９９で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番
号１５１、１５３、１５８、１６１、１６４、１６７、１７７、１８０、１８４、１８９
、１９４、１９７、または２００で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含む、軽鎖可変
（ＶＬ）領域を含む。
【０００５】
　別の態様では、ＥＧＦＲｖＩＩＩに特異的に結合する単離された抗体が提供され、その
抗体は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２
５、２７、３０、３２、３４、３５、３７、３９、４１、４３、４４、４６、４８、５０
、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、２０２、２０３、２
０４、２０５、２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１４、２１６、２１７また
は２１８で示されるＶＨ配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶＨ ＣＤＲ３を含



(7) JP 2019-506398 A 2019.3.7

10

20

30

40

50

むＶＨ領域；および／または、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８
、２０、２２、２４、２６、２８、２９、３１、３３、３６、３８、４０、４２、４５、
４７、４９、５１、２１１、２１２、２１３または２１５で示されるＶＬ配列のＶＬ Ｃ
ＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２およびＶＬ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む。いくつかの実施態様
では、本明細書に記載のＶＨ領域は、ＣＤＲ内にない残基に１個または複数の保存的アミ
ノ酸置換を有する変異体を含み、かつ／または、本明細書に記載のＶＬ領域は、ＣＤＲ内
にないアミノ酸に１個または複数のアミノ酸置換を有する変異体を含む。例えば、いくつ
かの実施態様では、ＶＨまたはＶＬ領域は、上記のアミノ酸配列、または、ＣＤＲ内にな
い残基に、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、または１個以下の保存的置換を有す
るその変異体を含み得る。
【０００６】
　いくつかの実施態様では、ＥＧＦＲｖＩＩＩに特異的に結合する単離された抗体が提供
され、ここで、その抗体は、配列番号５、９、１１、１５、３０、３７、または４１で示
される配列を含むＶＨ領域；および／または、配列番号６、１０、１２、１６、３１、３
８、または４２で示される配列を含むＶＬ領域を含む。いくつかの実施態様では、ＶＨ領
域は、配列番号５で示される配列を含み、ＶＬ領域は、配列番号６で示される配列を含む
。いくつかの実施態様では、ＶＨ領域は、配列番号９で示される配列を含み、ＶＬ領域は
、配列番号１０で示される配列を含む。いくつかの実施態様では、ＶＨ領域は、配列番号
１１で示される配列を含み、ＶＬ領域は、配列番号１２で示される配列を含む。いくつか
の実施態様では、ＶＨ領域は、配列番号１５で示される配列を含み、ＶＬ領域は、配列番
号１６で示される配列を含む。いくつかの実施態様では、ＶＨ領域は、配列番号３０で示
される配列を含み、ＶＬ領域は、配列番号３１で示される配列を含む。いくつかの実施態
様では、ＶＨ領域は、配列番号３７で示される配列を含み、ＶＬ領域は、配列番号３８で
示される配列を含む。いくつかの実施態様では、ＶＨ領域は、配列番号４１で示される配
列を含み、ＶＬ領域は、配列番号４２で示される配列を含む。
【０００７】
　別の態様では、二重特異性抗体が提供され、二重特異性抗体は、全長ヒト抗体であり、
標的抗原（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に特異的に結合する二重特異性抗体の第１の抗体
可変ドメインを含み、ヒト免疫エフェクター細胞に位置するエフェクター抗原（例えば、
表面抗原分類３（ＣＤ３））に特異的に結合することにより、ヒト免疫エフェクター細胞
を動員できる二重特異性抗体の第２の抗体可変ドメインを含む。いくつかの実施態様では
、第１の抗体可変ドメインは、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、
１９、２１、２３、２５、２７、３０、３２、３４、３５、３７、３９、４１、４３、４
４、４６、４８、５０、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１
、２０２、２０３、２０４、２０５、２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１４
、２１６、２１７または２１８で示されるＶＨ配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およ
びＶＨ ＣＤＲ３を含む重鎖可変（ＶＨ）領域；および／または、配列番号２、４、６、
８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、２９、３１、３３
、３６、３８、４０、４２、４５、４７、４９、５１、２１１、２１２、２１３または２
１５で示されるＶＬ配列のＶＬ ＣＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２およびＶＬ ＣＤＲ３を含む軽
鎖可変（ＶＬ）領域を含む。いくつかの実施態様では、第１の抗体可変ドメインは、（ａ
）（ｉ）配列番号６２、６３、６４、７４、７５、７６、８０、８１、８２、８８、８９
、９０、９３、９４、９５、９９、１００、１０１、１０９、１１０、１１１、１１５、
１１６、１１７、１２１、１２２、１２３、１３２、１３３、１３４、１３７、１３８、
１３９、１４３、１４４、または１４５で示される配列を含むＶＨ相補性決定領域１（Ｃ
ＤＲ１）；（ｉｉ）配列番号６５、６６、６８、６９、７０、７１、７７、７８、８３、
８４、８６、８７、９１、９２、９６、９７、９８、１０２、１０３、１０５、１０６、
１１２、１１３、１１８、１１９、１２４、１２５、１２７、１２８、１３０、１３１、
１３５、１３６、１４０、１４１、１４６、１４７、２２４、２２５、２２６、２２７、
２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５、または２３７で示
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される配列を含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配列番号６７、７２、７３、７９、
８５、１０４、１０７、１０８、１１４、１２０、１２６、１２９、１４２、１４８、２
１９、２２０、２２１、２２２、２２３、または２３６で示される配列を含むＶＨ ＣＤ
Ｒ３を含む、重鎖可変（ＶＨ）領域；および／または、（ｂ）（ｉ）配列番号１４９、１
５４、１５６、１５９、１６２、１６５、１６６、１６８、１６９、１７０、１７１、１
７３、１７４、１７６、１７８、１８１、１８２、１８５、１８７、１９０、１９２、１
９５、１９８、２３８、または２３９で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ１；（ｉｉ）配
列番号１５０、１５２、１５５、１５７、１６０、１６３、１７２、１７５、１７９、１
８３、１８６、１８８、１９１、１９３、１９６、または１９９で示される配列を含むＶ
Ｌ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番号１５１、１５３、１５８、１６１、１６４、
１６７、１７７、１８０、１８４、１８９、１９４、１９７、または２００で示される配
列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含む、軽鎖可変（ＶＬ）領域を含む。
【０００８】
　いくつかの実施態様では、第２の抗体可変ドメインは、ＣＤ３に対して特異的なＶＨお
よび／またはＶＬ領域を含む。例えば、第２の抗体可変ドメインは、配列番号２４０で示
されるＶＨ配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶＨ ＣＤＲ３を含む重鎖可変（
ＶＨ）領域；および／または配列番号２４１で示されるＶＬ配列のＶＬ ＣＤＲ１、ＶＬ 
ＣＤＲ２およびＶＬ ＣＤＲ３を含む軽鎖可変（ＶＬ）領域を含む。いくつかの実施態様
では、第２の抗体可変ドメインは、（ａ）（ｉ）配列番号２４４、１１０または２４５で
示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ１；（ｉｉ）配列番号２４６または２４７で示される配
列を含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配列番号２４８で示される配列を含むＶＨ Ｃ
ＤＲ３を含むＶＨ領域；および／または、（ｉ）配列番号２４９で示される配列を含むＶ
Ｌ ＣＤＲ１；（ｉｉ）配列番号２５０で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（
ｉｉｉ）配列番号２５１で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む。
【０００９】
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載の抗体は、定常領域を含む。いくつかの実施
態様では、本明細書に記載の抗体は、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２またはＩｇＧ２Δａ、Ｉｇ
Ｇ３またはＩｇＧ４サブクラスのものである。いくつかの実施態様では、本明細書に記載
の抗体は、グリコシル化された定常領域を含む。いくつかの実施態様では、本明細書に記
載の抗体は、１つまたはそれ以上のヒトＦｃガンマ受容体への結合親和性が低下した定常
領域を含む。
【００１０】
　いくつかの実施態様では、二重特異性抗体の第１および第２の抗体可変ドメインの両方
は、ヒンジ領域内の２２３、２２５および２２８位（例えば、（Ｃ２２３ＥまたはＣ２２
３Ｒ）、（Ｅ２２５Ｒ）および（Ｐ２２８ＥまたはＰ２２８Ｒ））、並びに、ヒトＩｇＧ
２（配列番号２９０）のＣＨ３領域内の４０９または３６８位（例えば、Ｋ４０９Ｒまた
はＬ３６８Ｅ（ＥＵナンバリングスキーム））にアミノ酸修飾を含む。
【００１１】
　いくつかの実施態様では、二重特異性抗体の第１および第２の抗体可変ドメインの両方
は、ヒトＩｇＧ２の２６５位（例えば、Ｄ２６５Ａ）にアミノ酸修飾を含む。
【００１２】
　いくつかの実施態様では、二重特異性抗体の第１および第２の抗体可変ドメインの両方
は、ヒトＩｇＧ２の２６５位（例えば、Ｄ２６５Ａ）、３３０位（例えば、Ａ３３０Ｓ）
および３３１位（例えば、Ｐ３３１Ｓ）の１つまたはそれ以上にアミノ酸修飾を含む。い
くつかの実施態様では、二重特異性抗体の第１および第２の抗体可変ドメインの両方は、
ヒトＩｇＧ２の２６５位（例えば、Ｄ２６５Ａ）、３３０位（例えば、Ａ３３０Ｓ）およ
び３３１位（例えば、Ｐ３３１Ｓ）の各々にアミノ酸修飾を含む。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、本発明のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の特定の部位に設計されたア
シル供与体であるグルタミンを含有するタグを含む、単離された抗体を提供する。
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【００１４】
　ある応用では、本発明は、アシル供与体であるグルタミンを含有するタグおよび本発明
のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の２２２、３４０または３７０位のアミノ酸修飾を含む、単離さ
れた抗体を提供する。いくつかの実施態様では、アミノ酸修飾は、リジンからアルギニン
への置換である。
　いくつかの実施態様では、本発明のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体は、さらにリンカーを含む。
【００１５】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体のコンジュゲートを
提供し、ここで、抗体は、作用物質にコンジュゲートしており、作用物質は、細胞傷害性
物質、免疫調節剤、イメージング剤、治療的タンパク質、バイオポリマーおよびオリゴヌ
クレオチドからなる群から選択される。いくつかの実施態様では、作用物質は、アントラ
サイクリン、アウリスタチン、カンプトセシン、コンブレタスタチン、ドラスタチン、デ
ュオカルマイシン、エンジイン、ゲルダナマイシン、インドリノ－ベンゾジアゼピン二量
体、マイタンシン、ピューロマイシン、ピロロベンゾジアゼピン二量体、タキサン、ビン
カアルカロイド、ツブリシン、ヘミアステリン、スプリセオスタチン、プラジエノライド
、およびそれらの立体異性体、アイソスター、類似体または誘導体を含むがこれらに限定
されない細胞傷害性物質である。例えば、細胞傷害性物質は、ＭＭＡＤ（モノメチルアウ
リスタチンＤ）、０１０１（２－メチルアラニル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－３－メト
キシ－１－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソ
－３－｛［（１Ｓ）－２－フェニル－１－（１,３－チアゾール－２－イル）エチル］ア
ミノ｝プロピル］ピロリジン－１－イル｝－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル
］－Ｎ－メチル－Ｌ－バリンアミド）、３３７７（Ｎ,２－ジメチルアラニル－Ｎ－｛（
１Ｓ,２Ｒ）－４－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－｛［（１Ｓ）－１－カルボキ
シル－２－フェニルエチル］アミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル
］ピロリジン－１－イル｝－２－メトキシ－１－［（１Ｓ）－１－メチルプロピル］－４
－オキソブチル｝－Ｎ－メチル－Ｌ－バリンアミド）、０１３１（２－メチル－Ｌ－プロ
リ（proly）－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－１－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－
｛［（１Ｓ）－１－カルボキシ－２－フェニルエチル］アミノ｝－１－メトキシ－２－メ
チル－３－オキソプロピル］ピロリジン－１－イル｝－３－メトキシ－５－メチル－１－
オキソヘプタン－４－イル］－Ｎ－メチル－Ｌ－バリンアミド）、または０１２１（２－
メチル－Ｌ－プロリ－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－１－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ
）－３－｛［（２Ｓ）－１－メトキシ－１－オキソ－３－フェニルプロパン－２－イル］
アミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル］ピロリジン－１－イル｝－
３－メトキシ－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル］－Ｎ－メチル－Ｌ－バリン
アミド）である。
【００１６】
　いくつかの実施態様では、本発明は、式：抗体－（アシル供与体であるグルタミンを含
有するタグ）－（リンカー）－（細胞傷害性物質）を含むコンジュゲートを提供する。
【００１７】
　他の実施態様では、本発明は、本明細書に記載の抗体または抗体コンジュゲートのいず
れかを含む医薬組成物を提供する。
【００１８】
　本発明は、また、本明細書に記載の抗体のいずれかを組換え的に産生する細胞株を提供
する。
【００１９】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗体のいずれかをコードする核酸を提供する。本発明
は、また、本明細書に記載の抗体のいずれかの重鎖可変領域および／または軽鎖可変領域
をコードする核酸を提供する。
【００２０】
　本発明は、また、本明細書に記載の抗体または抗体コンジュゲートのいずれかの有効量
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を含むキットを提供する。
【００２１】
　本発明は、また、本明細書に記載の単離された抗体、二重特異性抗体または抗体コンジ
ュゲートを提供し、該抗体を対象に投与することを含む、それを必要としている対象の処
置方法を提供する。
【００２２】
　本明細書に記載の抗体または抗体コンジュゲートを含む医薬組成物の有効量を、それを
必要としている対象に投与することを含む、対象におけるＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪
性細胞に関連する症状の処置方法も提供される。いくつかの実施態様では、症状は、がん
である。いくつかの実施態様では、がんは、多形神経膠芽腫、退形成星状細胞腫、巨細胞
膠芽腫、膠肉腫、退形成乏突起神経膠腫、退形成上衣腫、退形成乏突起星細胞腫、脈絡叢
癌腫、退形成神経節膠腫、松果体芽腫、松果体細胞腫、髄膜腫、髄上皮腫、上衣芽腫、髄
芽腫、テント上原始神経外胚葉性腫瘍、非定型奇形腫／ラブドイド腫瘍、頭頸部癌、非小
細胞肺癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、髄芽腫、結腸直腸癌、肛門癌、胃癌、甲状腺癌、中
皮腫、子宮癌および膀胱癌からなる群から選択されるＥＧＦＲｖＩＩＩに関連するがん（
例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現を伴う任意のがん）である。
【００２３】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載の単離された抗体、二重特異性抗体または抗
体コンジュゲートを含む医薬組成物の有効量を、それを必要としている対象に投与するこ
とを含む、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞を有する対象における腫瘍増殖または進
行の阻害方法を提供する。
【００２４】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載の単離された抗体、二重特異性抗体または抗
体コンジュゲートを含む医薬組成物の有効量を、それを必要としている対象に投与するこ
とを含む、対象におけるＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞の転移を阻害する方法を提
供する。
【００２５】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載の単離された抗体、二重特異性抗体または抗
体コンジュゲートを含む医薬組成物の有効量を、それを必要としている対象に投与するこ
とを含む、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞を有する対象において腫瘍退縮を誘導す
る方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
図面の簡単な説明
【図１】図１Ａ、１Ｂおよび１Ｃは、３つのＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体：ｍＡｂ４２Ｇ９（図
１Ａ）、３２Ａ１０（図１Ｂ）および３２Ｇ８（図１Ｃ）の、３つのＦ９８細胞株：Ｆ９
８（ＥＧＦＲ陰性）、Ｆ９８－ＥＧＦＲｗｔおよびＦ９８－ＥＧＦＲｖＩＩＩに対するＦ
ＡＣＳ結合ヒストグラムの例を示す。Ｘ軸は蛍光強度である；Ｙ軸は最大／モードに対す
る標準化（normalized to mode）の割合である。
【図２】図２Ａ、２Ｂおよび２Ｃは、フローサイトメトリーにより測定されたＧＢＭ細胞
株における野生型ＥＧＦＲおよびＥＧＦＲｖＩＩＩの発現を示すヒストグラムである：Ｌ
Ｎ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ（図２Ａ）、ＬＮ１８－ＥＧＦＲｖＩＩＩ（図２Ｂ）および
ＤＫＭＧ（図２Ｃ）。ＥＧＦＲｖＩＩＩをｍＡｂ４２Ｇ９で検出し、ＥＧＦＲｗｔをＥＧ
ＦＲ野生型特異的ｍＡｂで検出した。Ｘ軸は蛍光強度である；Ｙ軸は最大／モードに対す
る標準化の割合である。
【図３】図３Ａおよび３Ｂは、ＥＧＦＲｖＩＩＩを導入されたＬＮ１８－ＥＧＦＲｖＩＩ
Ｉ（図３Ａ）および親のＬＮ１８（図３Ｂ）細胞における、３つのＥＧＦＲｖＩＩＩ－Ｃ
Ｄ３二重特異性抗体の細胞傷害性を示すグラフである。
【図４】図４Ａおよび４Ｂは、ＥＧＦＲｖＩＩＩを導入されたＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ（図４Ａ）および親のＬＮ２２９（図４Ｂ）細胞における、３つのＥＧＦＲｖＩＩＩ
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－ＣＤ３二重特異性抗体の細胞傷害性を示すグラフである。
【図５】図５は、内在性ＥＧＦＲｖＩＩＩおよびＥＧＦＲ野生型タンパク質を発現するＤ
ＫＭＧ細胞における、３つのＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体の細胞傷害性を示
すグラフである。
【図６】図６は、ＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ ＧＢＭ細胞株の皮下モデルにおいて、
ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体のインビボ抗腫瘍活性を図示するグラフである
。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
詳細な説明
　本明細書に開示される発明は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ（例えば、ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩ）に
特異的に結合する抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）および抗体コンジュゲー
トを提供する。本発明は、また、これらの抗体をコードするポリヌクレオチド、これらの
抗体および抗体コンジュゲートを含む組成物、これらの抗体および抗体コンジュゲートの
製造方法および使用方法を提供する。本発明は、また、対象におけるがんなどのＥＧＦＲ
ｖＩＩＩにより媒介される病態に関連する症状の処置方法を提供する。
【００２８】
一般的な技法
　本発明の実施は、断りのない限り、当業者の技能の範囲内である、分子生物学 (組換え
技術を含む)、微生物学、細胞生物学、生化学、免疫学、ウイルス学、モノクローナル抗
体生成および加工の従来の技法を用いる。そのような技法は、Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual, second edition (Sambrook et al., 1989) Cold Spring Harbor Press;
 Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology,
 Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Acad
emic Press; Animal Cell Culture (R.I. Freshney, ed., 1987); Introduction to Cell
 and Tissue Culture (J.P. Mather and P.E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and 
Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths, and D.G. Newell
, eds., 1993-1998) J. Wiley and Sons; Methods in Enzymology (Academic Press, Inc
.); Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir and C.C. Blackwell, eds.); Ge
ne Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller and M.P. Calos, eds., 1987)
; Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); PCR:
 The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols i
n Immunology (J.E. Coligan et al., eds., 1991); Short Protocols in Molecular Bio
logy (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C.A. Janeway and P. Travers, 1997); 
Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: a practical approach (D. Catty., ed., I
RL Press, 1988-1989); Monoclonal antibodies: a practical approach (P. Shepherd a
nd C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a laboratory
 manual (E. Harlow and D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The 
Antibodies (M. Zanetti and J.D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995) 
などの文献で詳細に説明されている。
【００２９】
定義
　「抗体」は、免疫グロブリン分子の可変領域に位置する少なくとも１つの抗原認識部位
を介して、炭水化物、ポリヌクレオチド、脂質、ポリペプチドなどの標的に特異的に結合
できる免疫グロブリン分子である。本明細書で使用する場合、この用語は、未加工のポリ
クローナルまたはモノクローナル抗体のみならず、それらの抗原結合性断片（Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ'、Ｆ（ａｂ'）２、Ｆｖなど）、一本鎖（ＳｃＦｖ）およびドメイン抗体（例えば、
サメおよびラクダ科の抗体を含む）および抗体を含む融合タンパク質、並びに、抗原認識
部位を含む免疫グロブリン分子のいかなる他の改変された構成も包含する。抗体は、Ｉｇ
Ｇ、ＩｇＡまたはＩｇＭ（またはそれらのサブクラス）などのいかなるクラスの抗体も含
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み、抗体は、特定のクラスのものである必要はない。抗体の重鎖の定常領域のアミノ酸配
列に応じて、免疫グロブリンは、様々なクラスに分類できる。免疫グロブリンの５つの主
要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、これらのいくつかは
、さらにサブクラス（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ
４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２に分けられ得る。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する
重鎖定常領域は、各々、アルファ、デルタ、イプシロン、ガンマおよびミューと呼ばれる
。様々なクラスの免疫グロブリンのサブユニット構造および三次元構造が周知である。
【００３０】
　抗体の「抗原結合性断片」または「抗原結合部分」という用語は、本明細書で使用する
場合、所定の抗原（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に特異的に結合する能力を保持する、未
加工の抗体の１つまたはそれ以上の断片を表す。抗体の抗原結合機能は、未加工の抗体の
断片により発揮され得る。抗体の「抗原結合性断片」という用語に包含される結合断片の
例には、Ｆａｂ；Ｆａｂ'；Ｆ（ａｂ'）２；ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄ断片
；抗体の単腕のＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖ断片；単一ドメイン抗体（ｄＡｂ）
断片（Ward et al., Nature 341:544-546, 1989）、および、単離された相補性決定領域
（ＣＤＲ）が含まれる。
【００３１】
　標的（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩタンパク質）に「優先的に結合する」または「特異的
に結合する」（これらは本明細書で互換的に使用される）抗体、抗体コンジュゲートまた
はポリペプチドは、当分野で周知の用語であり、そのような特異的または優先的結合を測
定する方法も当分野で周知である。ある分子が、特定の細胞または物質と、代替的な細胞
または物質とよりも、頻繁に、迅速に、長い期間および／または大きい親和性で反応また
は会合する場合に、その分子は「特異的結合」または「優先的結合」を示すと言われる。
抗体は、他の物質に結合するよりも、高い親和性で、高い結合力で、迅速に、かつ／また
は長い期間で結合する場合に、標的に「特異的に結合する」または「優先的に結合する」
。例えば、あるＥＧＦＲｖＩＩＩエピトープに特異的または優先的に結合する抗体は、他
のＥＧＦＲｖＩＩＩエピトープまたは非ＥＧＦＲｖＩＩＩエピトープに結合するよりも、
高い親和性で、高い結合力で、迅速に、かつ／または長い期間でそのエピトープに結合す
る抗体である。この定義を読むことにより、例えば、第１の標的に特異的または優先的に
結合する抗体（または部分またはエピトープ）は、第２の標的に特異的または優先的に結
合してもよく、しなくてもよいことも理解される。このように、「特異的結合」または「
優先的結合」は、排他的な結合を（含んでもよいが）必ずしも要しない。一般的に、必ず
ではないが、結合への言及は優先的結合を意味する。
【００３２】
　抗体の「可変領域」は、抗体軽鎖の可変領域または抗体重鎖の可変領域を、いずれかま
たは組み合わせて表す。当分野で知られている通り、重鎖および軽鎖の可変領域は、各々
、超可変領域とも呼ばれる３個の相補性決定領域（ＣＤＲ）により連結された、４個のフ
レームワーク領域（ＦＲ）からなる。各鎖のＣＤＲは、ＦＲにより近くにまとめられてお
り、他の鎖のＣＤＲと共に、抗体の抗原結合部位の形成に貢献する。ＣＤＲを決定するた
めの少なくとも２つの技法がある：（１）種間配列変動性に基づくアプローチ（即ち、Ka
bat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, (5th ed., 1991, Nati
onal Institutes of Health, Bethesda MD))；および（２）抗原－抗体複合体の結晶学的
研究に基づくアプローチ（Al-lazikani et al., 1997, J. Molec. Biol. 273:927-948）
。本明細書で使用する場合、ＣＤＲは、いずれかのアプローチまたは両アプローチの組合
せにより定義されるＣＤＲを表し得る。
【００３３】
　可変ドメインの「ＣＤＲ」は、Kabat、Chothia、Kabat と Chothia の両方の蓄積、Ａ
ｂＭ、接触および／または構造の定義または当分野で周知の任意のＣＤＲ決定方法の定義
に従って同定される、可変領域内のアミノ酸残基である。抗体のＣＤＲは、Kabat らによ
り初めに定義された超可変領域として同定し得る。例えば、 Kabat et al., 1992, Seque
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nces of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, NIH,
 Washington D.C 参照。ＣＤＲの位置も、Chothia らにより初めに記載された構造的ルー
プ構造として同定し得る。例えば、 Chothia et al., Nature 342:877-883, 1989 参照。
ＣＤＲ同定の他のアプローチには、Kabat と Chothia の折衷物であり、Oxford Molecula
r のＡｂＭ抗体モデル化ソフトウェア（現在は Accelrys（登録商標））を使用して導か
れる「ＡｂＭの定義」、または、MacCallum et al., J. Mol. Biol., 262:732-745, 1996
 に記載される、観察される抗原の接触に基づくＣＤＲの「接触の定義」が含まれる。本
明細書でＣＤＲの「構造の定義」と呼ばれる別のアプローチでは、ＣＤＲの位置を、抗原
結合にエンタルピー的な貢献をなす残基として同定し得る。 例えば、 Makabe et al., J
ournal of Biological Chemistry, 283:1156-1166, 2008 参照。また他のＣＤＲ境界の定
義は、上記のアプローチに厳密に従わなくてもよいが、それでもなお Kabat のＣＤＲの
少なくとも一部と重複するであろうし、とはいえ、特定の残基もしくは残基群またはＣＤ
Ｒ全体でさえ、抗原結合に有意な影響を与えないという予測または実験的知見に照らして
、短く、または長くしてもよい。本明細書で使用する場合、ＣＤＲは、アプローチの組合
せを含めて、当分野で知られている任意のアプローチにより定義されるＣＤＲを表し得る
。本明細書で使用される方法は、これらのアプローチのいずれに従って定義されるＣＤＲ
を利用してもよい。１つより多いＣＤＲを含むいかなる実施態様のためにも、ＣＤＲは、
Kabat、Chothia、拡張型、ＡｂＭ、接触および／または構造の定義のいずれに従っても定
義され得る。
【００３４】
　本明細書で使用する場合、「モノクローナル抗体」は、実質的に均質な抗体の集団から
得られる抗体を表す。即ち、集団を構成する個々の抗体は、少量で存在し得る、起こり得
る自然発生の突然変異を除いて、同一である。モノクローナル抗体は特異性が高く、単一
の抗原部位に対するものである。さらに、典型的には異なる決定基（エピトープ）に対す
る異なる抗体を含むポリクローナル抗体の調製物と対照的に、各モノクローナル抗体は、
抗原の単一の決定基に対するものである。修飾語の「モノクローナル」は、実質的に均質
な抗体集団から得られるという抗体の特徴を示すものであり、何らかの特定の方法による
抗体の産生を要求すると解釈されるべきではない。例えば、本発明に従って使用されるモ
ノクローナル抗体は、Kohler and Milstein, Nature 256:495, 1975 により最初に記載さ
れたハイブリドーマにより作られてもよく、または、米国特許第４,８１６,５６７号に記
載される組換えＤＮＡ法によって作られてもよい。また、モノクローナル抗体は、例えば
 McCafferty et al., Nature 348:552-554, 1990 に記載される技法を使用して生成され
るファージライブラリーから単離してもよい。
【００３５】
　本明細書で使用する場合、「ヒト化」抗体は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配
列を含むキメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖またはそれらの断片（Ｆｖ、Ｆａｂ、
Ｆａｂ'、Ｆ（ａｂ'）２または抗体の他の抗原結合下位配列など）である非ヒト（例えば
、マウス）抗体の形態を表す。好ましくは、ヒト化抗体は、レシピエントの相補性決定領
域（ＣＤＲ）に由来する残基が、所望の特異性、親和性および能力を有するマウス、ラッ
トまたはウサギなどの非ヒト種（ドナー抗体）のＣＤＲに由来する残基により置き換えら
れている、ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの例では、ヒト免
疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）の残基が、対応する非ヒト残基により置
き換えられている。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも導入されるＣＤＲまた
はフレームワーク配列にも見出されないが、抗体の性能をさらに改良および最適化するた
めに含められる残基を含んでもよい。一般に、ヒト化抗体は、実質的に少なくとも１個、
典型的には２個の可変ドメインの全部を含み、そこでは、全部または実質的に全部のＣＤ
Ｒ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに相当し、全部または実質的に全部のＦＲ領域がヒ
ト免疫グロブリン共通配列のものである。ヒト化抗体は、最適には、免疫グロブリン定常
領域またはドメイン（Ｆｃ）の少なくとも一部、典型的にはヒト免疫グロブリンのものも
含むであろう。好ましいのは、ＷＯ９９／５８５７２に記載されるように改変されたＦｃ
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領域を有する抗体である。ヒト化抗体の他の形態は、元の抗体から変更された１個または
それ以上のＣＤＲ（ＣＤＲ Ｌ１、ＣＤＲ Ｌ２、ＣＤＲ Ｌ３、ＣＤＲ Ｈ１、ＣＤＲ Ｈ
２またはＣＤＲ Ｈ３）を有し、これらは元の抗体からの１個またはそれ以上のＣＤＲ「
に由来する」１個またはそれ以上のＣＤＲとも呼ばれる。
【００３６】
　本明細書で使用する場合、「ヒト抗体」は、ヒトにより産生される抗体のものに相当す
るアミノ酸配列を有する抗体、および／または、当業者に知られているか、または本明細
書に開示されるヒト抗体を製造するための技法を使用して製造された抗体を意味する。こ
のヒト抗体の定義には、少なくとも１つのヒト重鎖ポリペプチドまたは少なくとも１つの
ヒト軽鎖ポリペプチドを含む抗体が含まれる。そのような例の１つは、マウス軽鎖および
ヒト重鎖ポリペプチドを含む抗体である。ヒト抗体は、当分野で知られている各種の技法
を使用して産生できる。ある実施態様では、ヒト抗体は、ファージライブラリーから選択
され、そのファージライブラリーは、ヒト抗体を発現するものである（Vaughan et al., 
Nature Biotechnology, 14:309-314, 1996; Sheets et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U
SA) 95:6157-6162, 1998; Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381, 1991; Mar
ks et al., J. Mol. Biol., 222:581, 1991）。ヒト抗体は、また、内在性の遺伝子座の
代わりにヒト免疫グロブリンの遺伝子座を遺伝子組換え的に導入された動物、例えば、内
在性免疫グロブリン遺伝子が部分的または完全に不活性化されたマウスを免疫化すること
により製造できる。このアプローチは、米国特許第５,５４５,８０７号；第５,５４５,８
０６号；第５,５６９,８２５号；第５,６２５,１２６号；第５,６３３,４２５号；および
第５,６６１,０１６号に記載されている。あるいは、ヒト抗体は、標的抗原に対する抗体
を産生するヒトＢリンパ球を不死化することにより調製し得る（そのようなＢリンパ球は
、個体から、または、ｃＤＮＡの単一細胞クローニングから回収し得るか、または、イン
ビトロで免疫されてもよい）。例えば、Cole et al. Monoclonal Antibodies and Cancer
 Therapy, Alan R. Liss, p. 77, 1985; Boerner et al., J. Immunol., 147 (1):86-95,
 1991；および米国特許第５,７５０,３７３号参照。
【００３７】
　用語「キメラ抗体」は、可変領域配列が１つの種に由来し、定常領域配列が他の種に由
来する抗体、例えば、可変領域配列がマウス抗体に由来し、定常領域配列がヒト抗体に由
来する抗体を表すと意図する。
【００３８】
　用語「ポリペプチド」、「オリゴペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」は、
本明細書において互換的に使用され、任意の長さのアミノ酸鎖を表す。例えば、鎖は比較
的短くてもよく（例えば、１０～１００アミノ酸）、長くてもよい。鎖は、直鎖状または
分枝状であってよく、修飾アミノ酸を含んでもよく、かつ／または、非アミノ酸により中
断されていてもよい。これらの用語は、天然または人為的に改変されたアミノ酸鎖も包含
する；例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質修飾、アセチル化、リン酸化
、または任意の他の操作または改変、例えば、標識成分の結合。例えば、１個またはそれ
以上のアミノ酸類似体（例えば、非天然アミノ酸などを含む）や、当分野で知られている
他の修飾を含有するポリペプチドも定義に含まれる。ポリペプチドは、一本鎖で生じても
よく、または、会合した複数の鎖であってもよいと理解される。
【００３９】
　「一価抗体」は、分子１個につき１個の抗原結合部位を含む（例えば、ＩｇＧまたはＦ
ａｂ）。いくつかの例では、一価抗体は、１個より多い抗原結合部位を有し得るが、これ
らの結合部位は異なる抗原からのものである。
【００４０】
　「単一特異性抗体」は、２個の結合部位が抗原の同一のエピトープに結合するように、
分子１個につき２個の同一の抗原結合部位を含む（例えばＩｇＧ）。従って、それらは相
互に１個の抗原分子への結合を競合する。自然に見られる殆どの抗体は、単一特異性であ
る。いくつかの例では、単一特異性抗体は一価抗体でもあり得る（例えばＦａｂ）。
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【００４１】
　「二価抗体」は、分子１個につき２個の抗原結合部位を含む（例えば、ＩｇＧ）。いく
つかの例では、これらの２個の結合部位は、同じ抗原特異性を有する。しかしながら、二
価抗体は、二重特異性であってもよい。
【００４２】
　「二重特異性（bispecific）」または「二重特異性（dual-specific）」は、２個の異
なる抗原結合部位を有するハイブリッド抗体である。二重特異性抗体の２個の抗原結合部
位は、同一または異なるタンパク質標的にあってよい２個の異なるエピトープに結合する
。
【００４３】
　「二機能性」抗体は、２つのアームに同一の抗原結合部位（即ち、同一のアミノ酸配列
）を有するが、各結合部位が２つの異なる抗原を認識できる抗体である。
【００４４】
　「ヘテロ多量体」、「ヘテロ多量体複合体」または「ヘテロ多量体ポリペプチド」は、
少なくとも第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドを含み、第２のポリペプチドが
、少なくとも１個のアミノ酸残基により、第１のポリペプチドとアミノ酸配列において異
なる分子である。ヘテロ多量体は、第１および第２のポリペプチドにより形成される「ヘ
テロ二量体」を含んでもよく、または、第１および第２のポリペプチドに加えてポリペプ
チドが存在する高次の三次元構造を形成してもよい。
【００４５】
　「ヘテロ二量体」、「ヘテロ二量体タンパク質」、「ヘテロ二量体複合体」または「ヘ
テロ多量体ポリペプチド」は、第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドを含み、第
２のポリペプチドが、少なくとも１個のアミノ酸残基により、第１のポリペプチドとアミ
ノ酸配列において異なる分子である。
【００４６】
　「ヒンジ領域」、「ヒンジ配列」およびこれらの変形は、本明細書で使用する場合、例
えば、Janeway et al., ImmunoBiology: the immune system in health and disease, (E
lsevier Science Ltd., NY) (4th ed., 1999); Bloom et al., Protein Science (1997),
 6:407-415; Humphreys et al., J. Immunol. Methods (1997), 209:193-202 に例示され
る、当分野で知られている意味を含む。
【００４７】
　「免疫グロブリン様ヒンジ領域」、「免疫グロブリン様ヒンジ配列」およびこれらの変
形は、本明細書で使用する場合、免疫グロブリン様または抗体様分子（例えば、イムノア
ドヘシン）のヒンジ領域およびヒンジ配列を表す。いくつかの実施態様では、免疫グロブ
リン様ヒンジ領域は、任意のＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３もしくはＩｇＧ４サブタイプ
、または、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤもしくはＩｇＭに由来するか、またはこれらから派生
したものであり得、そのキメラ形態、例えば、キメラＩｇＧ１／２ヒンジ領域を含む。
【００４８】
　用語「免疫エフェクター細胞」または「エフェクター細胞」は、本明細書で使用する場
合、ヒト免疫系の天然のレパートリー内にあり、活性化されて標的細胞の生存能に影響を
与え得る細胞を表す。標的細胞の生存能には、細胞の生存、増殖および／または他の細胞
と相互作用する能力が含まれる。
【００４９】
　本発明の抗体は、当分野で周知の技法、例えば、組換え技術、ファージディスプレイ技
術、合成技術またはそれらの技術の組合せまたは当分野で容易に知られる他の技法を使用
して製造できる（例えば、Jayasena, S.D., Clin. Chem., 45: 1628-50, 1999 and Fello
use, F.A., et al, J. MoI. Biol., 373(4):924-40, 2007 参照)。
【００５０】
　当分野で知られている通り、本明細書で互換的に使用される「ポリヌクレオチド」また
は「核酸」は、任意の長さのヌクレオチド鎖を表し、ＤＮＡおよびＲＮＡを含む。ヌクレ



(16) JP 2019-506398 A 2019.3.7

10

20

30

40

50

オチドは、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾ヌクレオチドまたは塩基
、および／または、それらの類似体、またはＤＮＡまたはＲＮＡポリメラーゼにより鎖に
取り込まれ得る任意の基質であり得る。ポリヌクレオチドは、修飾ヌクレオチド、例えば
、メチル化ヌクレオチドおよびそれらの類似体を含み得る。存在する場合、ヌクレオチド
構造への修飾は、鎖の集合の前または後に付与され得る。ヌクレオチドの配列は、非ヌク
レオチド成分により中断されていてもよい。ポリヌクレオチドは、標識成分の結合などに
より、重合後にさらに修飾されてもよい。他の種類の修飾には、例えば、「キャップ」、
１個またはそれ以上の天然産生ヌクレオチドの類似体による置換、ヌクレオチド間修飾、
例えば、無電荷連結（例えば、メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホアミダ
ート、カルバマートなど）および荷電連結（例えば、ホスホロチオアート、ホスホロジチ
オアートなど）を有するもの、ペンダント部分を含むもの、例えば、タンパク質（例えば
、ヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ－リジンなど）、インターカ
レーターを有するもの（例えば、アクリジン、ソラレンなど）、キレーターを含むもの（
例えば、金属、放射性金属、ボロン、酸化的金属など）、アルキル化剤を含むもの、修飾
された連結を有するもの（例えば、アルファアノマー核酸など）、並びに、ポリヌクレオ
チドの非修飾形態が含まれる。さらに、糖に通常存在する任意のヒドロキシル基は、例え
ば、ホスホン酸基、リン酸基により置換されていてもよく、標準的な保護基により保護さ
れていてもよく、または、活性化されてさらなるヌクレオチドへのさらなる連結を形成し
てもよく、または、固体支持体に結合していてもよい。５'および３'末端のＯＨは、リン
酸化されていてもよく、または、アミンまたは１～２０個の炭素原子の有機キャップ形成
基部分で置換されていてもよい。他のヒドロキシルは、標準的な保護基に誘導体化されて
いてもよい。ポリヌクレオチドは、当分野で一般的に知られているリボースまたはデオキ
シリボースの糖の類似体、例えば、２'－Ｏ－メチル－、２'－Ｏ－アリル、２'－フルオ
ロ－または２'－アジド－リボース、炭素環式の糖類似体、アルファ－またはベータ－ア
ノマーの糖、エピマーの糖、例えば、アラビノース、キシロースまたはリキソース、ピラ
ノース糖、フラノース糖、セドヘプツロース、非環式類似体および脱塩基ヌクレオシド類
似体、例えばメチルリボシドを含んでもよい。１個またはそれ以上のホスホジエステル連
結は、代替的な連結基により置き換えられていてもよい。これらの代替的な連結基には、
リン酸がＰ（Ｏ）Ｓ（「チオエート」）、Ｐ（Ｓ）Ｓ（「ジチオエート」）、（Ｏ）ＮＲ

２（「アミダート」）、Ｐ（Ｏ）Ｒ、Ｐ（Ｏ）ＯＲ'、ＣＯまたはＣＨ２（「フォルマセ
タル（formacetal）」）（ここで、各ＲまたはＲ'は、独立して、Ｈ、または、場合によ
りエーテル（－Ｏ－）連結を含んでもよい置換もしくは非置換アルキル（１～２０Ｃ）、
アリール、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニルまたはアラルジル（araldyl
）である）である実施態様が含まれるが、これらに限定されない。ポリヌクレオチド中の
すべての連結が同一である必要はない。上述の説明は、本明細書に記載される、ＲＮＡお
よびＤＮＡを含むすべてのポリヌクレオチドに適用される。
【００５１】
　当分野で知られている通り、抗体の「定常領域」は、抗体軽鎖の定常領域または抗体重
鎖の定常領域を、単独で、または組み合わせて、表す。
【００５２】
　本明細書で使用する場合、「実質的に純粋な」は、少なくとも５０％純粋（即ち、混入
物がない）、より好ましくは少なくとも９０％純粋、より好ましくは少なくとも９５％純
粋、さらにより好ましくは少なくとも９８％純粋、最も好ましくは少なくとも９９％純粋
な物質を表す。
【００５３】
　「宿主細胞」には、ポリヌクレオチド挿入物の導入用ベクターのレシピエントであり得
るか、それであったことのある、個別の細胞または細胞培養物が含まれる。宿主細胞には
、単一の宿主細胞の子孫が含まれ、子孫は、天然、偶発的または計画的な突然変異のため
に、元の親細胞と必ずしも完全に同一でなくてもよい（形態またはゲノムＤＮＡ相補体に
おいて）。宿主細胞には、本発明のポリヌクレオチドをインビボで遺伝子導入された細胞
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が含まれる。
【００５４】
　当分野で知られている通り、用語「Ｆｃ領域」は、免疫グロブリン重鎖のＣ末端領域を
定義するのに使用される。「Ｆｃ領域」は、天然配列のＦｃ領域または変異体のＦｃ領域
であり得る。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域の境界は様々であり得るが、ヒトＩｇＧ重鎖
Ｆｃ領域は、通常、Ｃｙｓ２２６またはＰｒｏ２３０の位置のアミノ酸残基から、そのカ
ルボキシル末端に渡ると定義される。Ｆｃ領域の残基の番号付けは、Kabatに記載される
ＥＵインデックスのものである。Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunologic
al Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethe
sda, Md., 1991。免疫グロブリンのＦｃ領域は、一般的に、ＣＨ２およびＣＨ３の２個の
定常領域を含む。
【００５５】
　当分野で使用される通り、「Ｆｃ受容体」および「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合
する受容体を説明する。好ましいＦｃＲは、天然配列ヒトＦｃＲである。さらに、好まし
いＦｃＲは、ＩｇＧ抗体に結合するもの（ガンマ受容体）であり、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲ
ＩＩおよびＦｃγＲＩＩＩサブクラスの受容体を含み、これらの受容体の対立遺伝子変異
体および選択的スプライシングを受けた形態を含む。ＦｃγＲＩＩ受容体は、ＦｃγＲＩ
ＩＡ（「活性化受容体」）およびＦｃγＲＩＩＢ（「阻害性受容体」）を含み、これらは
主として細胞質ドメインで異なる類似のアミノ酸配列を有する。ＦｃＲは、Ravetch and 
Kinet, Ann. Rev. Immunol., 9:457-92, 1991; Capel et al., Immunomethods, 4:25-34,
 1994; および de Haas et al., J. Lab. Clin. Med., 126:330-41, 1995 に概説されて
いる。「ＦｃＲ」は、母体のＩｇＧの胎児への移行を担う新生児受容体（ＦｃＲｎ）も含
む（Guyer et al., J. Immunol., 117:587, 1976; および Kim et al., J. Immunol., 24
:249, 1994）。
【００５６】
　本明細書で抗体に関して使用される用語「競合する」は、第１の抗体の同族エピトープ
との結合の結果が、第２の抗体の非存在下での第１の抗体の結合と比較して、第２の抗体
の存在下で検出可能に減少するように、第１の抗体またはその抗原結合性断片（または部
分）が、第２の抗体またはその抗原結合部分の結合と十分に同様にエピトープに結合する
ことを意味する。第２の抗体のエピトープへの結合も、第１の抗体の存在下で検出可能に
減少するという代替案も可能であるが、そうである必要はない。つまり、第２の抗体が第
１の抗体のエピトープへの結合を阻害することなく、第１の抗体は第２の抗体のエピトー
プへの結合を阻害できる。しかしながら、同程度、高度または低度という阻害の程度に拘
わらず、各抗体が他の抗体の同族エピトープまたはリガンドへの結合を検出可能に阻害す
る場合、抗体はそれらの各々のエピトープの結合について、相互に「交差競合する」と言
われる。競合する抗体および交差競合する抗体の両方が本発明に含まれる。そのような競
合または交差競合が生じるメカニズムに拘わらず（例えば、立体障害、立体構造変化また
は共通のエピトープもしくはその部分への結合）、当業者は、本明細書で提供される教示
に基づいて、そのような競合および／または交差競合抗体が包含され、本明細書に開示さ
れる方法に有用であり得ることを理解するであろう。
【００５７】
　「機能的Ｆｃ領域」は、少なくとも１つの天然配列Ｆｃ領域のエフェクター機能を有す
る。例示的な「エフェクター機能」には、Ｃ１ｑ結合；補体依存性細胞傷害；Ｆｃ受容体
結合；抗体依存性細胞介在性細胞傷害；貪食；細胞表面受容体（例えばＢ細胞受容体）の
下方制御などが含まれる。そのようなエフェクター機能は、一般的に、Ｆｃ領域が結合ド
メイン（例えば抗体可変ドメイン）と一緒になることを要求し、抗体エフェクター機能を
評価するための当分野で知られている様々なアッセイを使用して評価できる。
【００５８】
　「天然配列Ｆｃ領域」は、天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一のアミノ酸
配列を含む。「変異体Ｆｃ領域」は、少なくとも１個のアミノ酸修飾により天然配列Ｆｃ
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領域のものと異なるアミノ酸配列を含むが、少なくとも１つの天然配列Ｆｃ領域のエフェ
クター機能を保持する。いくつかの実施態様では、変異体Ｆｃ領域は、天然配列Ｆｃ領域
または親ポリペプチドのＦｃ領域と比較して、少なくとも１個のアミノ酸置換、例えば、
天然配列Ｆｃ領域または親ポリペプチドのＦｃ領域中に、約１～約１０個のアミノ酸置換
、好ましくは、約１個～約５個のアミノ酸置換を有する。ここで、変異体Ｆｃ領域は、天
然配列Ｆｃ領域および／または親ポリペプチドのＦｃ領域と、好ましくは少なくとも約８
０％の配列同一性、最も好ましくは、少なくとも約９０％の配列同一性、より好ましくは
、少なくとも約９５％、少なくとも約９６％、少なくとも約９７％、少なくとも約９８％
、少なくとも約９９％の配列同一性を有する。
【００５９】
　用語「エフェクター機能」は、抗体のＦｃ領域に帰される生物学的活性を表す。抗体エ
フェクター機能の例には、抗体依存性細胞介在性細胞傷害（ＡＤＣＣ）、Ｆｃ受容体結合
、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、貪食、Ｃ１ｑ結合および細胞表面受容体（例えばＢ細
胞受容体；ＢＣＲ）の下方制御（例えば、Ｂ細胞受容体）が含まれるが、これらに限定さ
れない。例えば、米国特許第６,７３７,０５６号参照。そのようなエフェクター機能は、
一般的に、Ｆｃ領域が結合ドメイン（例えば抗体可変ドメイン）と一緒になることを要求
し、抗体エフェクター機能を評価するための当分野で知られている様々なアッセイを使用
して評価できる。例示的なエフェクター機能の測定は、Ｆｃγ３および／またはＣ１ｑ結
合によるものである。
【００６０】
　本明細書で使用される「抗体依存性細胞介在性細胞傷害」または「ＡＤＣＣ」は、Ｆｃ
受容体（ＦｃＲ）を発現する非特異的細胞傷害性細胞（例えばナチュラルキラー（ＮＫ）
細胞、好中球およびマクロファージ）が、標的細胞に結合した抗体を認識し、続いて標的
細胞の溶解を引き起こす、細胞に介在される反応を表す。関心のある分子のＡＤＣＣ活性
は、米国特許第５,５００,３６２号または第５,８２１,３３７号に記載のものなどのイン
ビトロＡＤＣＣアッセイを使用して評価できる。そのようなアッセイに有用なエフェクタ
ー細胞には、末梢血単核球（ＰＢＭＣ）およびＮＫ細胞が含まれる。代替的または付加的
に、関心のある分子のＡＤＣＣ活性は、例えば、Clynes et al., 1998, PNAS (USA), 95:
652-656 に開示されるものなどの動物モデルにおいて、インビボで評価し得る。
【００６１】
　「補体依存性細胞傷害」または「ＣＤＣ」は、補体の存在下での標的の溶解を表す。補
体活性化経路は、補体系の第１の成分（Ｃ１ｑ）が、同族抗原と複合体化した分子（例え
ば抗体）に結合することにより開始される。補体活性化を評価するために、ＣＤＣアッセ
イ、例えば、Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods, 202: 163 (1996) に記載
のものを、実施し得る。
【００６２】
　本明細書で使用する場合、「処置」は、有益または所望の臨床的結果を得るためのアプ
ローチである。本発明のために、有益または所望の臨床的結果には、新生物または癌性細
胞の増殖の減少（または破壊）、新生物細胞の転移の阻害、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する
腫瘍のサイズの縮小または減少、ＥＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患（例えば、がん）の緩解、Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患（例えば、がん）に起因する症状の減少、ＥＧＦＲｖＩＩＩ関連
疾患（例えば、がん）に罹患する者の生活の質の向上、ＥＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患（例え
ば、がん）の処置に必要な他の薬物の用量の減少、ＥＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患（例えば、
がん）の進行の遅延、ＥＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患（例えば、がん）の治療、および／また
は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患（例えば、がん）を有する患者の生存の延長の１つまたは
それ以上が含まれるが、これらに限定されない。
【００６３】
　「寛解」は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体（単一特異性または二重特異性）を投与しない場合
と比較した、１つまたはそれ以上の症状の軽減または改善を意味する。「寛解」は、症状
の期間の短縮または減少も含む。
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【００６４】
　本明細書で使用する場合、薬物、化合物または医薬組成物の「有効投与量」または「有
効量」は、任意の１つまたはそれ以上の有益または所望の結果をもたらすのに十分な量で
ある。予防的使用について、有益または所望の結果には、疾患（疾患の生化学的、組織学
的および／または行動学的症状、その合併症、および、疾患の発生中に現れる中間的な病
的形質を含む）のリスクの排除または減少、重篤度の軽減、または、発症の遅延が含まれ
る。治療的使用について、有益または所望の結果には、様々なＥＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患
または状態（例えば、多発性骨髄腫など）の１つまたはそれ以上の症状の発生率の低下ま
たは寛解、疾患の処置に必要な他の薬物の用量の減少、他の薬物の効果の増強、および／
または、患者のＥＧＦＲｖＩＩＩ関連疾患の進行の遅延などの臨床的結果が含まれる。有
効投与量は、１回またはそれ以上の投与回数で投与し得る。本発明のために、薬物、化合
物または医薬組成物の有効投与量は、予防的または治療的処置を、直接的または間接的に
達成するのに十分な量である。臨床に関して理解される通り、薬物、化合物または医薬組
成物の有効投与量は、他の薬物、化合物または医薬組成物と共に達成されても、されなく
てもよい。従って、「有効投与量」は、１種またはそれ以上の治療剤の投与に関して検討
され得、単一の物質は、１種またはそれ以上の他の物質と共に、所望の結果が達成される
か、または達成され得る場合に、有効量で与えられたとみなされ得る。
【００６５】
　「個体」または「対象」は、哺乳動物、より好ましくはヒトである。哺乳動物には、霊
長類、ウマ、イヌ、ネコ、マウスおよびラットも含まれるが、これらに限定されない。
【００６６】
　本明細書で使用する場合、「ベクター」は、関心のある１つまたはそれ以上の遺伝子ま
たは配列を、宿主細胞に送達できる、好ましくは発現できる、コンストラクトを意味する
。ベクターの例には、ウイルスベクター、ネイキッドＤＮＡまたはＲＮＡ発現ベクター、
プラスミド、コスミドまたはファージベクター、陽イオン性縮合剤を伴うＤＮＡまたはＲ
ＮＡ発現ベクター、リポソームに封入されたＤＮＡまたはＲＮＡ発現ベクター、ある種の
真核生物細胞、例えば産生細胞が含まれるが、これらに限定されない。
【００６７】
　本明細書で使用する場合、「発現制御配列」は、核酸の転写を導く核酸配列を意味する
。発現制御配列は、恒常的または誘導可能プロモーターなどのプロモーター、またはエン
ハンサーであり得る。発現制御配列は、転写される核酸配列と動作可能に連結している。
【００６８】
　本明細書で使用する場合、「医薬的に許容し得る担体」または「医薬的に許容し得る賦
形剤」には、有効成分と組み合わせられると、その成分の生物学的活性の保持を可能にし
、対象の免疫系と非反応性である任意の物質が含まれる。例には、リン酸緩衝食塩水、水
、油／水乳液などの乳液、様々な種類の湿潤剤などの任意の標準的な医薬担体が含まれる
が、これらに限定されない。エアロゾルまたは非経口的投与に好ましい希釈剤は、リン酸
緩衝食塩水（ＰＢＳ）または生理食塩水（０.９％）である。そのような担体を含む組成
物は、周知の従来法により製剤化される（例えば、 Remington's Pharmaceutical Scienc
es, 18th edition, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; and Re
mington, The Science and Practice of Pharmacy 21st Ed. Mack Publishing, 2005 参
照）。
【００６９】
　本明細書で使用される用語「アシル供与体であるグルタミンを含有するタグ」または「
グルタミンタグ」は、トランスグルタミナーゼアミンアクセプターとして作用する１個ま
たはそれ以上のＧｌｎ残基を含むポリペプチドまたはタンパク質を表す。例えば、ＷＯ２
０１２０５９８８２およびＷＯ２０１５０１５４４８参照。
【００７０】
　用語「ｋｏｎ」または「ｋａ」は、本明細書で使用する場合、抗体の抗原への会合の速
度定数を表す。特に、速度定数（ｋｏｎ／ｋａおよびｋｏｆｆ／ｋｄ）および平衡解離定
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数は、抗体の全体（即ち、二価）と単量体のＥＧＦＲｖＩＩＩタンパク質（例えば、ヒス
チジンタグ付加ＥＧＦＲｖＩＩＩ融合タンパク質）を使用して測定される。
【００７１】
　用語「ｋｏｆｆ」または「ｋｄ」は、本明細書で使用する場合、抗体の抗体／抗原複合
体からの解離の速度定数を表す。
　用語「ＫＤ」は、本明細書で使用する場合、抗体－抗原相互作用の平衡解離定数を表す
。
【００７２】
　本明細書における「約」の値またはパラメータへの言及は、その値またはパラメータ自
体を対象とする実施態様を含む（そして、記載する）。例えば、「約Ｘ」に言及する記載
は、「Ｘ」の記載を含む。数値範囲は、その範囲を定める数値を含む。一般的に言って、
用語「約」は、その変数の示された値、および、示された値の実験誤差内（例えば、平均
の９５％信頼区間内）または示された値の１０パーセント以内のいずれか大きい方に含ま
れるその変数のすべての値を表す。用語「約」が期間（年、月、週、日など）の文脈で使
用される場合、用語「約」は、次の位の期間を１単位プラスまたはマイナスした期間（例
えば、約１年は、１１～１３ヵ月を意味する；約６ヵ月は、６ヵ月プラスまたはマイナス
１週間を意味する；約１週間は、６～８日間を意味する；など）、または、示された値の
１０パーセント以内の、いずれか大きい方の期間を意味する。
【００７３】
　本明細書において「……を含む」という語で実施態様が説明される場合は、「……から
なる」および／または「実質的に……からなる」の用語で説明される他の類似の実施態様
も提供されると理解される。
【００７４】
　本発明の態様または実施態様がマーカッシュグループまたは他の選択肢のグループ化の
用語で説明される場合は、本発明は、まとめて列挙されたグループ全体のみならず、グル
ープの個々の各構成要素、および、その大きいグループの１つまたはそれ以上の構成要素
を欠くすべての可能なサブグループも包含する。本発明は、また、特許請求される発明に
おける１つまたはそれ以上のグループの構成要素の明示的な除外も想定している。
【００７５】
　特記しない限り、本明細書で使用されるすべての技術用語および科学用語は、本発明が
属する分野の当業者により一般的に理解されるのと同じ意味を有する。相容れない場合、
定義を含む本明細書が統制する。本明細書および特許請求の範囲を通じて、用語「含む」
または「含み」もしくは「含んでいる」などのその活用形は、言及される要素または要素
のグループの包含を意味するが、任意の他の要素または要素のグループの除外を意味しな
いと理解される。文脈によりそうではないことを求められない限り、単数形の用語は複数
形を含み、複数形の用語は単数形を含む。
【００７６】
　本明細書に記載の方法および材料と類似のものも本発明の実施または試験において使用
できるが、例示的な方法および材料が本明細書に記載される。材料、方法および実施例は
、例示するのみであり、限定することを意図されていない。
【００７７】
ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体およびその製造方法
　本発明は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ［例えば、ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩ（例えば、受託番号：P0
0533 Feature Identifier VAR_066493, または GenBank Acession No. AJN69267;
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【化１】

（配列番号２０１））］に結合し、以下の特徴の１つまたはそれ以上を特徴とする抗体を
提供する：（ａ）ＥＧＦＲｖＩＩＩのタンパク質発現を低減または下方調節する；（ｂ）
対象においてＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞に関連する状態（例えば、多形神経膠
芽腫などのがん）の１つまたはそれ以上の症状を処置、予防、寛解する；（ｃ）対象（Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性腫瘍を有する者）における腫瘍の増殖または進行を阻害す
る；（ｄ）対象（１つまたはそれ以上のＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞を有する者
）におけるＥＧＦＲｖＩＩＩを発現するがん（悪性）細胞の転移を阻害する；（ｅ）ＥＧ
ＦＲｖＩＩＩを発現する腫瘍の退縮（例えば、長期退縮）を誘導する；（ｆ）ＥＧＦＲｖ
ＩＩＩを発現する悪性細胞における細胞傷害活性を発揮する；（ｇ）他の未だ同定されて
いない因子とＥＧＦＲｖＩＩＩの相互作用を遮断する；および／または（ｈ）近傍の非Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩ発現悪性細胞を殺傷するか、またはその増殖を阻害するバイスタンダー効
果を誘導する。
【００７８】
　ある態様では、ＥＧＦＲｖＩＩＩに特異的に結合する単離された抗体が提供され、その
抗体は、（ａ）（ｉ）配列番号６２、６３、６４、７４、７５、７６、８０、８１、８２
、８８、８９、９０、９３、９４、９５、９９、１００、１０１、１０９、１１０、１１
１、１１５、１１６、１１７、１２１、１２２、１２３、１３２、１３３、１３４、１３
７、１３８、１３９、１４３、１４４、または１４５で示される配列を含むＶＨ相補性決
定領域１（ＣＤＲ１）；（ｉｉ）配列番号６５、６６、６８、６９、７０、７１、７７、
７８、８３、８４、８６、８７、９１、９２、９６、９７、９８、１０２、１０３、１０
５、１０６、１１２、１１３、１１８、１１９、１２４、１２５、１２７、１２８、１３
０、１３１、１３５、１３６、１４０、１４１、１４６、１４７、２２４、２２５、２２
６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５、また
は２３７で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配列番号６７、７２、
７３、７９、８５、１０４、１０７、１０８、１１４、１２０、１２６、１２９、１４２
、１４８、２１９、２２０、２２１、２２２、２２３、または２３６で示される配列を含
むＶＨ ＣＤＲ３を含む重鎖可変（ＶＨ）領域；および／または、（ｂ）（ｉ）配列番号
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１４９、１５４、１５６、１５９、１６２、１６５、１６６、１６８、１６９、１７０、
１７１、１７３、１７４、１７６、１７８、１８１、１８２、１８５、１８７、１９０、
１９２、１９５、１９８、２３８、または２３９で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ１；
（ｉｉ）配列番号１５０、１５２、１５５、１５７、１６０、１６３、１７２、１７５、
１７９、１８３、１８６、１８８、１９１、１９３、１９６、または１９９で示される配
列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番号１５１、１５３、１５８、１６１
、１６４、１６７、１７７、１８０、１８４、１８９、１９４、１９７、または２００で
示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含む軽鎖可変（ＶＬ）領域を含む。
【００７９】
　別の態様では、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、
２３、２５、２７、３０、３２、３４、３５、３７、３９、４１、４３、４４、４６、４
８、５０、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、２０２、２
０３、２０４、２０５、２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１４、２１６、２
１７または２１８で示されるＶＨ配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶＨ ＣＤ
Ｒ３を含むＶＨ領域；および／または、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１
６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、２９、３１、３３、３６、３８、４０、４２
、４５、４７、４９、５１、２１１、２１２、２１３または２１５で示されるＶＬ配列の
ＶＬ ＣＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２およびＶＬ ＣＤＲ３を含むＶＬ領域を含む、ＥＧＦＲｖ
ＩＩＩに特異的に結合する単離された抗体が提供される。
【００８０】
　いくつかの実施態様では、表１に列挙される部分的軽鎖配列のいずれか、および／また
は、表１に列挙される部分的重鎖配列のいずれかを有する抗体が提供される。表１中、下
線を付した配列は Kabat によるＣＤＲ配列、太字の配列は Chothia によるＣＤＲ配列で
ある。
【００８１】
表１
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【００８２】
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【表１－２】

【００８３】
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【表１－３】

【００８４】
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【表１－４】

【００８５】
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【表１－５】

【００８６】



(28) JP 2019-506398 A 2019.3.7

10

20

30

40

【表１－６】

【００８７】
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【表１－７】

【００８８】
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【表１－８】

【００８９】
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【表１－９】

【００９０】
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【表１－１０】

【００９１】
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【表１－１１】

【００９２】
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【表１－１２】

【００９３】
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【表１－１３】

【００９４】
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【表１－１４】

【００９５】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩに対する抗体の抗原結合ドメインのＣＤＲ部分（Chothia、KabatのＣ
ＤＲ、および、ＣＤＲ接触領域）も提供される。ＣＤＲ領域の決定は、十分に当業者の技
能の範囲内である。いくつかの実施態様では、ＣＤＲは、Kabat と Chothia のＣＤＲの
組合せ（「組合せのＣＲ」または「拡張型ＣＤＲ」とも呼ばれる）であり得ると理解され
る。いくつかの実施態様では、ＣＤＲは KabatのＣＤＲである。他の実施態様では、ＣＤ
Ｒは Chothia のＣＤＲである。換言すると、１より多いＣＤＲを伴う実施態様では、Ｃ
ＤＲは、Kabat、Chothia、組合せのＣＤＲ、またはこれらの組合せのいずれでもよい。表
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２は、本明細書で提供されるＣＤＲ配列の例を提供する。
【００９６】
表２
【表２－１】

【００９７】
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【表２－２】

【００９８】
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【表２－３】

【００９９】
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【表２－４】

【０１００】
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【表２－５】

【０１０１】
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【表２－６】

【０１０２】
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【表２－７】

【０１０３】
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【表２－８】

【０１０４】
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【表２－９】

【０１０５】
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【表２－１０】

【０１０６】
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【表２－１１】

【０１０７】
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【表２－１２】

【０１０８】
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【表２－１３】

【０１０９】
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【表２－１４】

【０１１０】
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【表２－１５】

【０１１１】
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【表２－１６】

【０１１２】
　いくつかの実施態様では、本発明は、ｍ６２Ｇ７、ｈ６２Ｇ７、ｈ６２Ｇ７－Ｈ１４／
Ｌ１－ＤＶ、ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６、４２Ｇ９、３２Ａ１０、２０Ｂ９、１４Ｃ１１、
２１Ｅ１１、４９Ｂ１１、４６Ｅ１０、１２Ｈ６、１９Ａ９、２１Ｅ７、１１Ｂ１１、１
２Ｂ２、１１Ｆ１０、１７Ｇ１１、２９Ｄ５、３０Ｄ８、２０Ｅ１２、２６Ｂ９、３２Ｇ
８、３４Ｅ７、２０Ｇ５、Ｃ６、Ｂ５、４２Ｇ９－１、３２Ａ１０－１、２０Ｂ９－１、
１４Ｃ１１－１、２１Ｅ１１－１、４９Ｂ１１－１、４６Ｅ１０－１、１２Ｈ６－１、１
９Ａ９－１、２１Ｅ７－１、１１Ｂ１１－１、１２Ｂ２－１、１１Ｆ１０－１、１７Ｇ１
１－１、２９Ｄ５－１、３０Ｄ８－１、２０Ｅ１２－１、２６Ｂ９－１、３２Ｇ８－１、
３４Ｅ７－１、２０Ｇ５－１、Ｃ６－１およびＢ５－１を含む、結合し、本明細書に記載
の抗体と競合する抗体を提供する。
【０１１３】
　いくつかの実施態様では、本発明は、また、ＣＤＲ接触領域に基づいて、ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ抗体に対する抗体のＣＤＲ部分を提供する。ＣＤＲ接触領域は、抗原に対する抗体の
特異性をもたらす抗体の領域である。一般に、ＣＤＲ接触領域には、ＣＤＲおよび、特異
的抗原に結合する抗体の適正なループ構造を維持するために拘束されるバーニアゾーン（
Vernier zone）の残基の位置が含まれる。例えば、Makabe et al., J. Biol. Chem., 283
:1156-1166, 2007 参照。ＣＤＲ接触領域の決定は、十分に当業者の技能の範囲内である
。
【０１１４】
　本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体のＥＧＦＲｖＩＩＩ（ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩ（
例えば、（配列番号２０１）など）に対する結合親和性（ＫＤ）は、約０.００１～約５
０００ｎＭであり得る。いくつかの実施態様では、結合親和性は、約５０００ｎＭ、４５
００ｎＭ、４０００ｎＭ、３５００ｎＭ、３０００ｎＭ、２５００ｎＭ、２０００ｎＭ、
１７８９ｎＭ、１５８３ｎＭ、１５４０ｎＭ、１５００ｎＭ、１４９０ｎＭ、１０６４ｎ
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Ｍ、１０００ｎＭ、９３３ｎＭ、８９４ｎＭ、７５０ｎＭ、７０５ｎＭ、６７８ｎＭ、５
３２ｎＭ、５００ｎＭ、４９４ｎＭ、４００ｎＭ、３４９ｎＭ、３４０ｎＭ、３５３ｎＭ
、３００ｎＭ、２５０ｎＭ、２４４ｎＭ、２３１ｎＭ、２２５ｎＭ、２０７ｎＭ、２００
ｎＭ、１８６ｎＭ、１７２ｎＭ、１３６ｎＭ、１１３ｎＭ、１０４ｎＭ、１０１ｎＭ、１
００ｎＭ、９０ｎＭ、８３ｎＭ、７９ｎＭ、７４ｎＭ、５４ｎＭ、５０ｎＭ、４５ｎＭ、
４２ｎＭ、４０ｎＭ、３５ｎＭ、３２ｎＭ、３０ｎＭ、２５ｎＭ、２４ｎＭ、２２ｎＭ、
２０ｎＭ、１９ｎＭ、１８ｎＭ、１７ｎＭ、１６ｎＭ、１５ｎＭ、１２ｎＭ、１０ｎＭ、
９ｎＭ、８ｎＭ、７.５ｎＭ、７ｎＭ、６.５ｎＭ、６ｎＭ、５.５ｎＭ、５ｎＭ、４ｎＭ
、３ｎＭ、２ｎＭ、１ｎＭ、０.５ｎＭ、０.３ｎＭ、０.１ｎＭ、０.０１ｎＭ、または０
.００１ｎＭのいずれかである。いくつかの実施態様では、結合親和性は、約５０００ｎ
Ｍ、４０００ｎＭ、３０００ｎＭ、２０００ｎＭ、１０００ｎＭ、９００ｎＭ、８００ｎ
Ｍ、２５０ｎＭ、２００ｎＭ、１００ｎＭ、５０ｎＭ、３０ｎＭ、２０ｎＭ、１０ｎＭ、
７.５ｎＭ、７ｎＭ、６.５ｎＭ、６ｎＭ、５ｎＭ、４.５ｎＭ、４ｎＭ、３.５ｎＭ、３ｎ
Ｍ、２.５ｎＭ、２ｎＭ、１.５ｎＭ、１ｎＭ、または０.５ｎＭのいずれかより低い。
【０１１５】
　二重特異性抗体、即ち、少なくとも２個の異なる抗原に対して結合特異性を有するモノ
クローナル抗体は、本明細書に記載の抗体を使用して調製できる。二重特異性抗体の作製
方法は、当分野で知られている（例えば、Suresh et al., Methods in Enzymology 121:2
10, 1986 参照）。伝統的には、二重特異性抗体の組換え的製造は、２個の免疫グロブリ
ン重鎖－軽鎖対の共発現に基づくものであり、２個の重鎖が異なる特異性を有した（Mill
stein and Cuello, Nature 305, 537-539, 1983）。従って、ある態様では、標的抗原（
例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に特異的に結合する二重特異性抗体の第１の抗体可変ドメイ
ンを含み、ヒト免疫エフェクター細胞上に位置するエフェクター抗原に特異的に結合する
ことによりヒト免疫エフェクター細胞の活性を動員できる二重特異性抗体の第２の抗体可
変ドメインを含む、全長ヒト抗体である二重特異性抗体が提供される。
【０１１６】
　ヒト免疫エフェクター細胞は、当分野で知られている様々な免疫エフェクター細胞のい
ずれであってもよい。例えば、免疫エフェクター細胞は、Ｔ細胞（例えば、細胞傷害性Ｔ
細胞）、Ｂ細胞およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞を含むがこれらに限定されない、ヒ
トリンパ球系細胞系列の構成要素であり得る。免疫エフェクター細胞は、また、例えば、
限定されずに、単核球、好中性顆粒球および樹状細胞を含むがこれらに限定されない、ヒ
ト骨髄系列の構成要素であり得る。そのような免疫エフェクター細胞は、エフェクター抗
原の結合により活性化されると、標的細胞に対する細胞傷害性またはアポトーシス作用、
またはその他の望ましい作用を有し得る。
【０１１７】
　エフェクター抗原は、ヒト免疫エフェクター細胞に発現される抗原（例えば、タンパク
質またはポリペプチド）である。ヘテロ二量体タンパク質（例えば、ヘテロ二量体抗体ま
たは二重特異性抗体）により結合され得るエフェクター抗原の例には、ヒトＣＤ３（また
はＣＤ３（表面抗原分類）複合体）、ＣＤ１６、ＮＫＧ２Ｄ、ＮＫｐ４６、ＣＤ２、ＣＤ
２８、ＣＤ２５、ＣＤ６４およびＣＤ８９が含まれるが、これらに限定されない。
【０１１８】
　標的細胞は、ヒトに対して生得性または外来性である細胞であり得る。生得性の標的細
胞では、細胞は、悪性細胞に形質転換したものであってもよく、病的に改変されたもの（
例えば、ウイルス、原虫または細菌に感染した生得的な標的細胞）であってもよい。外来
性の標的細胞では、細胞は、細菌、原虫またはウイルスなどの、侵入する病原体である。
【０１１９】
　標的抗原は、病的状態（例えば、炎症性疾患、増殖性疾患（例えば、がん）、免疫疾患
、神経疾患、神経変性疾患、自己免疫疾患、感染性疾患（例えば、ウイルス感染または寄
生虫感染）、アレルギー反応、移植片対宿主病または宿主対移植片病）において、標的細
胞上に発現される。標的抗原は、エフェクター抗原ではない。いくつかの実施態様では、
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標的抗原はＥＧＦＲｖＩＩＩである。
【０１２０】
　いくつかの実施態様では、標的抗原に特異的に結合する二重特異性抗体の第１の抗体可
変ドメインを含み、ヒト免疫エフェクター細胞上に位置するエフェクター抗原に特異的に
結合することによりヒト免疫エフェクター細胞の活性を動員できる二重特異性抗体の第２
の抗体可変ドメインを含む、全長ヒト抗体である二重特異性抗体が提供され、ここで、第
１の抗体可変ドメインは、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９
、２１、２３、２５、２７、３０、３２、３４、３５、３７、３９、４１、４３、４４、
４６、４８、５０、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、２
０２、２０３、２０４、２０５、２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１４、２
１６、２１７または２１８で示されるＶＨ配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶ
Ｈ ＣＤＲ３を含む重鎖可変（ＶＨ）領域；および／または、配列番号２、４、６、８、
１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、２９、３１、３３、３
６、３８、４０、４２、４５、４７、４９、５１、２１１、２１２、２１３または２１５
で示されるＶＬ配列のＶＬ ＣＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２およびＶＬ ＣＤＲ３を含む軽鎖可
変（ＶＬ）領域を含む。
【０１２１】
　いくつかの実施態様では、標的抗原に特異的に結合する二重特異性抗体の第１の抗体可
変ドメインを含み、ヒト免疫エフェクター細胞上に位置するエフェクター抗原に特異的に
結合することによりヒト免疫エフェクター細胞の活性を動員できる二重特異性抗体の第２
の抗体可変ドメインを含む、全長ヒト抗体である二重特異性抗体が提供され、ここで、第
１の抗体可変ドメインは、（ａ）（ｉ）配列番号６２、６３、６４、７４、７５、７６、
８０、８１、８２、８８、８９、９０、９３、９４、９５、９９、１００、１０１、１０
９、１１０、１１１、１１５、１１６、１１７、１２１、１２２、１２３、１３２、１３
３、１３４、１３７、１３８、１３９、１４３、１４４、または１４５で示される配列を
含むＶＨ相補性決定領域１（ＣＤＲ１）；（ｉｉ）配列番号６５、６６、６８、６９、７
０、７１、７７、７８、８３、８４、８６、８７、９１、９２、９６、９７、９８、１０
２、１０３、１０５、１０６、１１２、１１３、１１８、１１９、１２４、１２５、１２
７、１２８、１３０、１３１、１３５、１３６、１４０、１４１、１４６、１４７、２２
４、２２５、２２６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３３、２３
４、２３５、または２３７で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配列
番号６７、７２、７３、７９、８５、１０４、１０７、１０８、１１４、１２０、１２６
、１２９、１４２、１４８、２１９、２２０、２２１、２２２、２２３、または２３６で
示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ３を含む重鎖可変（ＶＨ）領域；および／または、（ｂ
）（ｉ）配列番号１４９、１５４、１５６、１５９、１６２、１６５、１６６、１６８、
１６９、１７０、１７１、１７３、１７４、１７６、１７８、１８１、１８２、１８５、
１８７、１９０、１９２、１９５、１９８、２３８、または２３９で示される配列を含む
ＶＬ ＣＤＲ１；（ｉｉ）配列番号１５０、１５２、１５５、１５７、１６０、１６３、
１７２、１７５、１７９、１８３、１８６、１８８、１９１、１９３、１９６、または１
９９で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番号１５１、１５３
、１５８、１６１、１６４、１６７、１７７、１８０、１８４、１８９、１９４、１９７
、または２００で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含む軽鎖可変（ＶＬ）領域を含む
。
【０１２２】
　いくつかの実施態様では、第２の抗体可変ドメインは、配列番号２４０で示されるＶＨ
配列のＶＨ ＣＤＲ１、ＶＨ ＣＤＲ２およびＶＨ ＣＤＲ３を含む重鎖可変（ＶＨ）領域
；および／または、配列番号２４１で示されるＶＬ配列のＶＬ ＣＤＲ１、ＶＬ ＣＤＲ２
およびＶＬ ＣＤＲ３軽鎖可変（ＶＬ）領域を含む。
【０１２３】
　いくつかの実施態様では、第２の抗体可変ドメインは、（ａ）（ｉ）配列番号２４４、
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配列番号２４６または２４７で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ２；および、ｉｉｉ）配
列番号２４８で示される配列を含むＶＨ ＣＤＲ３を含む重鎖可変（ＶＨ）領域；および
／または、（ｂ）（ｉ）配列番号２４９で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ１；（ｉｉ）
配列番号２５０で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ２；および、（ｉｉｉ）配列番号２５
１で示される配列を含むＶＬ ＣＤＲ３を含む軽鎖可変（ＶＬ）領域を含む。
【０１２４】
　表３は、ＣＤ３に特異的な、第２の抗体可変ドメインの特定のアミノ酸および核酸配列
を示す。表３において、下線を付した配列は Kabat によるＣＤＲ配列、太字の配列は Ch
othia によるＣＤＲ配列である。
【０１２５】
表３
【表３】

【０１２６】
　表４は、ＣＤ３に特異的な、第２の抗体可変ドメインのＣＤＲ配列の例を示す。
表４
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【表４】

【０１２７】
　いくつかの実施態様では、本明細書で提供されるＣＤ３特異的可変ドメインを含む二重
特異性抗体は、すべての目的で参照により本明細書に導入される米国特許公開番号２０１
６０２９７８８５で提供される抗ＣＤ３配列を含む。
【０１２８】
　二重特異性抗体を作製するためのあるアプローチによれば、望ましい結合特異性を有す
る抗体可変ドメイン（抗体－抗原結合部位）を、免疫グロブリン定常領域配列に融合させ
る。好ましくは、少なくともヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３領域の部分を含む免疫グロブリ
ン重鎖定常領域と融合させる。少なくとも融合体の１つに、軽鎖の結合に必要な部位を含
む第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）が存在するのが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合体、
および、所望により免疫グロブリン軽鎖をコードするＤＮＡを、別々の発現ベクターに挿
入し、適する宿主の生物に同時導入する。これは、３つのポリペプチド鎖を不均等な割合
で構築に使用することが最適な収率をもたらす実施態様において、３つのポリペプチド断
片の相互割合を調節することに、多大な柔軟性を与える。しかしながら、同じ割合の少な
くとも２つのポリペプチド鎖の発現が高い収率をもたらす場合、または、割合に特に意味
がない場合、２つまたは３つすべてのポリペプチド鎖のコード配列を１つの発現ベクター
に挿入できる。
【０１２９】
　他のアプローチでは、二重特異性抗体は、一方のアームにおける第一の結合特異性を有
するハイブリッド免疫グロブリン重鎖、および、他方のアームにおけるハイブリッド免疫
グロブリン重鎖－軽鎖対（第２の結合特異性をもたらす）で構成される。二重特異性分子
の半分にのみ免疫グロブリン軽鎖があるこの非対称的構造は、所望の二重特異性化合物を
望まれない免疫グロブリン鎖の組合せから分離することを容易にする。このアプローチは
、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９４／０４６９０に記載されている。
【０１３０】
　他のアプローチでは、二重特異性抗体は、一方のアームの第１のヒンジ領域にアミノ酸
修飾を含み、第１のヒンジ領域において置換／交換されたアミノ酸は、他方のアームにあ
る第２のヒンジ領域の対応するアミノ酸と反対の電荷を有する。このアプローチは、国際
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特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６４１９（ＷＯ２０１１／１４３５４５）に記
載されている。
【０１３１】
　他のアプローチでは、所望のヘテロ多量体またはヘテロ二量体タンパク質（例えば、二
重特異性抗体）の形成は、第１および第２の免疫グロブリン様Ｆｃ領域（例えば、ヒンジ
領域および／またはａＣＨ３領域）の間の境界面を変更または操作することにより増強さ
れる。このアプローチでは、二重特異性抗体はＣＨ３領域を含み得、ＣＨ３領域は、一緒
に相互作用してＣＨ３境界面を形成する第１のＣＨ３ポリペプチドおよび第２のＣＨ３ポ
リペプチドを含み、ＣＨ３境界面内の１つまたはそれ以上のアミノ酸は、ホモ二量体形成
を不安定化し、静電気的にホモ二量体形成に好ましくない。このアプローチは、国際特許
出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６４１９（ＷＯ２０１１／１４３５４５）に記載さ
れている。
【０１３２】
　他のアプローチでは、二重特異性抗体は、トランスグルタミナーゼの存在下で、あるエ
ピトープ（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に対する抗体に設計されたグルタミンを含有する
ペプチドタグを一方のアームに、第２のエピトープに対する第２の抗体に設計された他の
ペプチドタグ（例えば、Ｌｙｓを含有するペプチドタグまたは反応性内在性Ｌｙｓ）を他
方のアームに使用して、生成できる。このアプローチは、国際特許出願番号ＰＣＴ／ＩＢ
２０１１／０５４８９９（ＷＯ２０１２／０５９８８２）に記載されている。
【０１３３】
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載のヘテロ二量体タンパク質（例えば、二重特
異性抗体）は、全長ヒト抗体を含み、二重特異性抗体の第１の抗体可変ドメインが標的抗
原（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ）に特異的に結合し、ヒト免疫エフェクター細胞上に位置
するエフェクター抗原（例えば、ＣＤ３）に特異的に結合することによりヒト免疫エフェ
クター細胞の活性を動員できる二重特異性抗体の第２の抗体可変ドメインを含み、ヘテロ
二量体タンパク質の第１および第２の抗体可変ドメインは、アミノ酸修飾を、ヒトＩｇＧ
２（配列番号２９０）のヒンジ領域の２２３、２２５および２２８の位置（例えば、（Ｃ
２２３ＥまたはＣ２２３Ｒ）、（Ｅ２２５Ｒ）および（Ｐ２２８ＥまたはＰ２２８Ｒ））
、ＣＨ３領域の４０９または３６８の位置（例えば、Ｋ４０９ＲまたはＬ３６８Ｅ（ＥＵ
ナンバリングスキーム（numbering scheme）））に含む。
【０１３４】
　いくつかの実施態様では、ヘテロ二量体タンパク質の第１および第２の抗体可変ドメイ
ンは、アミノ酸修飾を、ヒトＩｇＧ１（配列番号２９１）のヒンジ領域の２２１および２
２８の位置（例えば、（Ｄ２２１ＲまたはＤ２２１Ｅ）および（Ｐ２２８ＲまたはＰ２２
８Ｅ））およびＣＨ３領域の４０９または３６８の位置（例えば、Ｋ４０９ＲまたはＬ３
６８Ｅ（ＥＵナンバリングスキーム））に含む。
【０１３５】
　いくつかの実施態様では、ヘテロ二量体タンパク質の第１および第２の抗体可変ドメイ
ンは、アミノ酸修飾を、ヒトＩｇＧ４（配列番号２９２）のヒンジ領域の２２８の位置（
例えば、（Ｐ２２８ＥまたはＰ２２８Ｒ））およびＣＨ３領域の４０９または３６８の位
置（例えば、Ｒ４０９またはＬ３６８Ｅ（ＥＵナンバリングスキーム））に含む。
【０１３６】
　ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２およびＩｇＧ４の野生型Ｆｃ領域のアミノ酸配列を以下に挙げ
る：
ＩｇＧ２（配列番号２９０）
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【化２】

【０１３７】
ＩｇＧ１（配列番号２９１）
【化３】

【０１３８】
ＩｇＧ４（配列番号２９２）
【化４】

【０１３９】
　本発明において有用な抗体には、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、抗体断片
（例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ（ａｂ'）２、Ｆｖ、Ｆｃなど）、キメラ抗体、二重特異
性抗体、ヘテロコンジュゲート抗体、一本鎖（ＳｃＦｖ）、これらの変異体、抗体部分を
含む融合タンパク質（例えば、ドメイン抗体）、ヒト化抗体、必要とされる特異性の抗原
認識部位を含む免疫グロブリン分子の任意の他の改変された構成（抗体のグリコシル化変
異体、抗体のアミノ酸配列変異体および共有結合的に改変された抗体を含む）が含まれる
。抗体は、マウス、ラット、ヒトまたは任意の他の起源のものであり得る（キメラまたは
ヒト化抗体を含む）。
【０１４０】
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体は、モノクローナル
抗体である。例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体は、ヒト化モノクローナル抗体またはキメラ
モノクローナル抗体である。
【０１４１】
　いくつかの実施態様では、抗体は、例えば、限定ではなく、免疫応答を誘発する潜在能
力が高い定常領域などの、改変された定常領域を含む。例えば、定常領域は、Ｆｃガンマ
受容体、例えば、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩＡまたはＦｃγＩＩＩへの高い親和性を有す
るように改変され得る。
【０１４２】
　いくつかの実施態様では、抗体は、免疫的に不活性な、つまり、免疫応答を誘発する潜
在能力が低い定常領域などの、改変された定常領域を含む。いくつかの実施態様では、定
常領域は、Eur. J. Immunol., 29:2613-2624, 1999；ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＧＢ９９／
０１４４１；および／または英国特許出願番号９８０９９５１８に記載の通りに改変され
る。Ｆｃは、ヒトＩｇＧ１、ヒトＩｇＧ２、ヒトＩｇＧ３またはヒトＩｇＧ４であり得る
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。Ｆｃは、Ａ３３０Ｐ３３１からＳ３３０Ｓ３３１への変異を含むヒトＩｇＧ２（ＩｇＧ
２Δａ）であり得る（ここで、アミノ酸残基は野生型ＩｇＧ２配列を参照して番号付けら
れている）。Eur. J. Immunol., 29:2613-2624, 1999。いくつかの実施態様では、抗体は
、以下の変異を含むＩｇＧ４の定常領域を含む（Armour et al., Molecular Immunology 
40 585-593, 2003）：Ｅ２３３Ｆ２３４Ｌ２３５からＰ２３３Ｖ２３４Ａ２３５（ＩｇＧ
４Δｃ）（ここで、番号は野生型ＩｇＧ４を参照したものである）。また他の実施態様で
は、Ｆｃは、Ｅ２３３Ｆ２３４Ｌ２３５からＰ２３３Ｖ２３４Ａ２３５およびＧ２３６の
欠損を含むヒトＩｇＧ４（ＩｇＧ４Δｂ）である。他の実施態様では、Ｆｃは、ヒンジを
安定化するＳ２２８からＰ２２８への変異を含む、任意のヒトＩｇＧ４Ｆｃ（ＩｇＧ４、
ＩｇＧ４ΔｂまたはＩｇＧ４Δｃ）である（Aalberse et al., Immunology 105, 9-19, 2
002）。他の実施態様では、Ｆｃは、グリコシル化されたＦｃであり得る。
【０１４３】
　いくつかの実施態様では、定常領域は、オリゴ糖結合残基（Ａｓｎ２９７など）、およ
び／または、定常領域のグリコシル化認識配列の一部である隣接する残基を変異させるこ
とにより脱グリコシル化されている。いくつかの実施態様では、定常領域は、Ｎ結合型グ
リコシル化について、酵素的に脱グリコシル化される。定常領域は、Ｎ結合型グリコシル
化について、酵素的に、または、グリコシル化できない宿主細胞における発現により、脱
グリコシル化され得る。
【０１４４】
　いくつかの実施態様では、定常領域は、Ｆｃガンマ受容体結合を除去または低減する、
改変された定常領域を有する。例えば、Ｆｃは、変異Ｄ２６５を含むヒトＩｇＧ２であり
得る（ここで、アミノ酸残基は野生型ＩｇＧ２配列（配列番号２９０）を参照して番号付
けられている）。従って、いくつかの実施態様では、定常領域は、配列番号２５２：
【化５】

で示される配列を有する、改変された定常領域を有する。
【０１４５】
　配列番号２５２で示される配列をコードする核酸を、配列番号２５３
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に示す。
【０１４６】
　いくつかの実施態様では、定常領域は、配列番号２５４：

【化７】

で示される配列を有する、改変された定常領域を有する。
【０１４７】
　配列番号２５４で示される配列をコードする核酸を、配列番号２５５
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【化８】

に示す。
【０１４８】
　ヒトカッパ定常領域のアミノ酸を、配列番号２５６

【化９】

に示す。配列番号２５６の配列をコードする核酸を、配列番号２５７
【化１０】

に示す。
【０１４９】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩに対する抗体の結合親和性を決定する１つの方法は、二価抗体の単量
体ＥＧＦＲｖＩＩＩタンパク質への結合親和性を測定することによるものである。ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ抗体の親和性は、予め固定化された抗マウスＦｃまたは抗ヒトＦｃを備える表
面プラズモン共鳴（Biacore（商標）3000（商標）表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）システ
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ム、Biacore（商標） INC, Piscataway NJ)）により、ＨＢＳ－ＥＰランニング緩衝液（
０.０１Ｍ ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７.４、０.１５ ＮａＣｌ、３ｍＭ ＥＤＴＡ、０.００５％
ｖ／ｖ Surfactant P20）を用いて、測定できる。単量体８－ヒスチジンタグ付加ヒトＥ
ＧＦＲｖＩＩＩ細胞外ドメインを０.５ｕｇ／ｍＬ未満の濃度にＨＢＳ－ＥＰ緩衝液中に
希釈し、様々な接触時間を用いて個々のチップチャネルへ注入して、詳細な反応速度論的
試験に関する５０～２００レスポンスユニット（ＲＵ）またはスクリーニングアッセイに
関する８００～１,０００ＲＵのいずれかの２つの範囲の抗原密度を達成できる。再生試
験については、２５％ｖ／ｖエタノール中の２５ｍＭ ＮａＯＨが、２００回を超える注
入に対して、チップ上のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の活性を保持したまま、結合したＥＧＦＲ
ｖＩＩＩタンパク質を効果的に除去することが示された。典型的には、精製した８－ヒス
チジンタグ付加ＥＧＦＲｖＩＩＩ試料の連続希釈物（予想されるＫＤの０.１～１０倍の
濃度域）を１００μＬ／分で１分間注入し、最大２時間の解離時間をとる。ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩタンパク質の濃度は、８－ヒスチジンタグ付加ＥＧＦＲｖＩＩＩタンパク質の配列特
異的吸光係数に基づいて、２８０ｎｍでの吸光度により測定される。反応速度論的結合速
度（ｋｏｎまたは ka)）および解離速度（ｋｏｆｆまたは kd）は、BIAevaluationプログ
ラムを用いて、１：１ Langmuir 結合モデル（Karlsson, R. Roos, H. Fagerstam, L. Pe
tersson, B. (1994). Methods Enzymology 6. 99-110）にデータを全体的にフィットさせ
ることにより、同時に得られる。平衡解離定数（ＫＤ）の値は、ｋｏｆｆ／ｋｏｎとして
算出される。このプロトコルは、ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩ、別の哺乳動物のＥＧＦＲｖＩＩ
Ｉ（マウスＥＧＦＲｖＩＩＩ、ラットＥＧＦＲｖＩＩＩまたは霊長類ＥＧＦＲｖＩＩＩな
ど）、並びに、異なる型のＥＧＦＲｖＩＩＩ（例えば、グリコシル化されたＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ）を含むあらゆる単量体ＥＧＦＲｖＩＩＩに対する、抗体の結合親和性の測定におけ
る使用に適している。抗体の結合親和性は、一般に、２５℃で測定されるが、３７℃で測
定してもよい。
【０１５０】
　本明細書に記載の抗体は、当分野で知られている任意の方法によって作製し得る。ハイ
ブリドーマ細胞株を産生するために、宿主動物の免疫化の経路およびスケジュールは、本
明細書において詳述する通り、抗体刺激および抗体産生に関して確立されている従来技術
に概して沿うものである。ヒトおよびマウス抗体の産生のための一般的技法は、当分野で
知られており、かつ／または、本明細書に記載されている。
【０１５１】
　ヒトを含む任意の哺乳動物対象または抗体産生細胞を操作して、ヒトを含む哺乳動物、
ハイブリドーマ細胞株の作製の基礎とし得ることが企図される。典型的には、宿主動物に
対して、本明細書に記載のものを含めたある量の免疫原を、腹腔内、筋肉内、経口、皮下
、足底内および／または皮内に接種する。
【０１５２】
　ハイブリドーマは、Kohler, B. and Milstein, C., Nature 256:495-497, 1975 に記載
された、または、Buck, D. W., et al., In Vitro, 18:377-381, 1982 により改変された
、一般的な体細胞ハイブリダイゼーション技術を用いて、リンパ球および不死化骨髄腫細
胞から作製できる。Ｘ６３－Ａｇ８.６５３、および、the Salk Institute, Cell Distri
bution Center, San Diego, Calif., USA から得られるものを含むが、これらに限定され
ない入手可能な骨髄腫株を、ハイブリダイゼーションに使用できる。一般に、この技法は
、ポリエチレングリコールなどの融合物質を用いて、または当業者に周知の電気的手段に
よって、骨髄腫細胞とリンパ系細胞を融合させることを伴う。融合後、融合培地から細胞
を分離し、ハイブリダイズしていない親細胞を取り除くために、ヒポキサンチン－アミノ
プテリン－チミジン（ＨＡＴ）培地などの選択増殖培地中で増殖させる。モノクローナル
抗体を分泌するハイブリドーマを培養するために、本明細書に記載の任意の培地を、血清
を添加して、または添加せずに、用いることができる。細胞融合技術の別の代替法として
、ＥＢＶ不死化Ｂ細胞を用いて本発明のモノクローナル抗体を産生し得る。ハイブリドー
マを増殖させ、サブクローニングし、所望により、従来のイムノアッセイ手順（例えば、
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ラジオイムノアッセイ、酵素イムノアッセイまたは蛍光イムノアッセイ）によって抗免疫
原活性について上清を分析する。
【０１５３】
　抗体の供給源として使用され得るハイブリドーマは、すべての誘導体、ＥＧＦＲｖＩＩ
Ｉに特異的なモノクローナル抗体またはその部分を産生する親ハイブリドーマの子孫細胞
を包含する。
【０１５４】
　このような抗体を産生するハイブリドーマは、公知の手順を用いて、インビトロまたは
インビボで増殖させ得る。モノクローナル抗体は、所望により、硫酸アンモニウム沈殿、
ゲル電気泳動、透析、クロマトグラフィーおよび限外濾過などの従来の免疫グロブリン精
製手順によって、培養培地または体液から単離され得る。望ましくない活性が存在する場
合には、例えば、固相に付着させた免疫原からできた吸着剤に調製物を通し、免疫原から
所望の抗体を溶出または放出させることによって、除去できる。ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩを
発現する細胞、ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩタンパク質、または、二官能性もしくは誘導体化剤
、例えば、マレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステル（システイン残基を介し
た結合）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（リシン残基を介する）、グルタルアルデヒド
、無水コハク酸、ＳＯＣｌ２もしくはＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ（式中、ＲおよびＲ１は、異なる
アルキル基である）を用いて、免疫化対象の種において免疫原性であるタンパク質、例え
ば、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシチログロブリンもしくは
ダイズトリプシン阻害剤に結合させた標的アミノ酸配列を含有する断片により、宿主動物
を免疫化すると、抗体（例えば、モノクローナル抗体）集団を得ることができる。
【０１５５】
　所望により、目的の抗体（モノクローナルまたはポリクローナル）の配列を決定し得、
次いで、発現または増殖のために、ポリヌクレオチド配列をベクターにクローニングし得
る。目的の抗体をコードする配列は、宿主細胞中のベクターに維持され得、次いで、宿主
細胞を増殖させ、将来の使用のために凍結できる。細胞培養における組換えモノクローナ
ル抗体の産生は、当分野で知られている手段により、Ｂ細胞から抗体の遺伝子をクローニ
ングすることにより実施できる。例えば、Tiller et al., J. Immunol. Methods 329, 11
2, 2008; 米国特許第７,３１４,６２２号参照。
【０１５６】
　代替法では、抗体を「ヒト化」するか、または抗体の親和性もしくは他の特徴を改善す
る遺伝子操作のために、ポリヌクレオチド配列を使用し得る。例えば、抗体がヒトにおけ
る臨床試験および処置において用いられる場合、免疫応答を回避するために、ヒト定常領
域にさらに類似するように、定常領域を遺伝子操作し得る。ＥＧＦＲｖＩＩＩへのより高
い親和性、およびＥＧＦＲｖＩＩＩ阻害のより高い有効性を得るために、抗体配列を遺伝
子的に操作することが望ましい場合がある。
【０１５７】
　モノクローナル抗体のヒト化には、４つの一般的工程がある。（１）出発抗体の軽鎖お
よび重鎖可変ドメインのヌクレオチドおよび予想されるアミノ酸配列の決定、（２）ヒト
化抗体の設計、即ち、ヒト化プロセスにおいて使用する抗体フレームワーク領域の決定、
（３）実際のヒト化方法／技法、並びに（４）ヒト化抗体のトランスフェクションおよび
発現である。例えば、米国特許第４,８１６,５６７号；第　５,８０７,７１５号；第５,
８６６,６９２号；第６,３３１,４１５号；第５,５３０,１０１号；第５,６９３,７６１
号；第５,６９３,７６２号；第５,５８５,０８９号；および、第６,１８０,３７０号参照
。
【０１５８】
　非ヒト免疫グロブリンに由来する抗原結合部位を含む「ヒト化」抗体分子については、
齧歯類または改変齧歯類Ｖ領域およびそれらの関連ＣＤＲをヒト定常領域に融合させたキ
メラ抗体を含め、多数記載されている。例えば、Winter et al. Nature 349:293-299, 19
91, Lobuglio et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:4220-4224, 1989, Shaw et al. J 
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Immunol. 138:4534-4538, 1987, および Brown et al. Cancer Res. 47:3577-3583, 1987
 参照。他の参考文献には、適切なヒト抗体定常領域との融合前に、ヒト支持フレームワ
ーク領域（ＦＲ）にグラフトされた齧歯類ＣＤＲについて記載されている。例えば、Riec
hmann et al. Nature 332:323-327, 1988, Verhoeyen et al. Science 239:1534-1536, 1
988, および Jones et al. Nature 321:522-525, 1986 参照。別の参考文献は、組み換え
的に操作された齧歯類フレームワーク領域によって支持された齧歯類ＣＤＲについて記載
している。例えば、欧州特許公開第０５１９５９６号参照。これらの「ヒト化」分子は、
ヒトレシピエントにおいて、これらの部分の治療適用の持続期間および有効性を制限する
、齧歯類抗ヒト抗体分子に対する望ましくない免疫学的応答を最小限にするように設計さ
れる。例えば、免疫学的に不活性である（例えば、補体溶解を誘発しない）ように抗体定
常領域を操作できる。例えば、ＰＣＴ公開第ＰＣＴ／ＧＢ９９／０１４４１号；英国特許
出願第９８０９９５１.８号参照。他の利用し得る抗体をヒト化する方法は、Daugherty e
t al., Nucl. Acids Res. 19:2471-2476, 1991 並びに米国特許第６,１８０,３７７号、
第６,０５４,２９７号、第５,９９７,８６７号、第５,８６６,６９２号、第６,２１０,６
７１号および第６,３５０,８６１号並びにＰＣＴ公開第ＷＯ０１／２７１６０号に開示さ
れている。
【０１５９】
　上記で議論されたヒト化抗体に関する一般原理は、例えば、イヌ、ネコ、霊長類、ウマ
およびウシで使用するために抗体をカスタマイズするのにも適用できる。さらに、本明細
書に記載の抗体をヒト化する１つまたはそれ以上の態様、例えば、ＣＤＲグラフト、フレ
ームワーク変異導入およびＣＤＲ変異導入を、併用し得る。
【０１６０】
　ある変法では、特異的ヒト免疫グロブリンタンパク質を発現するように操作された購入
できるマウスを用いることによって、完全ヒト抗体を得てもよい。より望ましい（例えば
、完全ヒト抗体）またはより強い免疫応答をもたらすように設計された遺伝子組換え動物
も同様に、ヒト化またはヒト抗体の作製に使用し得る。このような技術の例は、Abgenix,
 Inc. (Fremont, CA) のXenomouse（商標）並びに Medarex, Inc. (Princeton, NJ) の H
uMAb-Mouse（登録商標）および TC Mouse（商標）である。
【０１６１】
　ある代替法では、当分野で知られている任意の方法を使用して、抗体を組み換え的に作
製し、発現させてもよい。別の代替法では、ファージディスプレイ技術によって、抗体を
組み換え的に作製してもよい。例えば、米国特許第５,５６５,３３２号、第５,５８０,７
１７号、第５,７３３,７４３号および第６,２６５,１５０、並びにWinter et al., Annu.
 Rev. Immunol. 12:433-455, 1994参照。あるいは、ファージディスプレイ技術（McCaffe
rty et al., Nature 348:552-553, 1990）を用いて、免疫化していないドナー由来の免疫
グロブリン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーからヒト抗体および抗体断片をインビ
トロで作製できる。この技法に従って、抗体Ｖドメイン遺伝子を、Ｍ１３またはｆｄなど
の繊維状バクテリオファージのメジャーまたはマイナーのいずれかのコートタンパク質遺
伝子にインフレームでクローニングし、機能性抗体断片としてファージ粒子の表面上に提
示させる。繊維状粒子は、ファージゲノムの一本鎖ＤＮＡのコピーを含有しているので、
抗体の機能性に基づく選択により、当該特性を示す抗体をコードする遺伝子も選択される
。従って、ファージは、Ｂ細胞の性質の一部を再現するものである。ファージディスプレ
イは、種々の形式で実施することができ、概説については、例えば、Johnson, Kevin S. 
and Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571, 1993 参
照。Ｖ遺伝子セグメントのいくつかの供給源をファージディスプレイに使用できる。Clac
kson et al., Nature 352:624-628, 1991 は、免疫化したマウスの脾臓に由来するＶ遺伝
子の小ランダムコンビナトリアルライブラリーから多種多様な抗オキサゾロン抗体を単離
した。免疫化していないヒトドナー由来のＶ遺伝子レパートリーを構築することができ、
Mark et al., J. Mol. Biol. 222:581-597, 1991, または Griffith et al., EMBO J. 12
:725-734, 1993 に記載の技法に従って、多種多様な抗原（自己抗原を含む）に対する抗
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体を本質的に単離できる。自然な免疫応答において、抗体遺伝子は、高い割合で突然変異
を蓄積する（体細胞高頻度突然変異）。導入された変化の一部は、より高い親和性を付与
し、その後の抗原刺激において、高親和性表面免疫グロブリンを提示するＢ細胞が優先的
に複製され、分化する。この自然の過程は、「鎖シャフリング」として知られる技法を用
いることによって再現できる。(Marks et al., Bio/Technol. 10:779-783, 1992）。この
方法において、ファージディスプレイによって得られた「一次」ヒト抗体の親和性を、そ
の重鎖および軽鎖Ｖ領域遺伝子を、非免疫化ドナーから取得したＶドメイン遺伝子の天然
変異体（レパートリー）のレパートリーで順次置き換えることによって、改善できる。こ
の技法により、ｐＭ～ｎＭ範囲の親和性を有する抗体および抗体断片の作製が可能となる
。非常に大きいファージ抗体レパートリー（「マザーオブオールライブラリー（the moth
er-of-all libraries）」としても知られる）を作製するための戦略は、Waterhouse et a
l., Nucl. Acids Res. 21:2265-2266, 1993 に記載されている。遺伝子シャフリングを用
いて齧歯類抗体からヒト抗体を得ることも可能であり、この場合、ヒト抗体は、出発齧歯
類抗体と類似の親和性および特異性を有する。「エピトープインプリンティング」とも呼
ばれるこの方法に従って、ファージディスプレイ技法によって得られた齧歯類抗体の重鎖
または軽鎖Ｖドメイン遺伝子を、ヒトＶドメイン遺伝子のレパートリーで置き換えること
で、齧歯類－ヒトキメラが作製される。抗原の選択により、機能性抗原結合部位を復元で
きるヒト可変領域が単離される。即ち、エピトープがパートナーの選択を支配する（刷り
込む）。残りの齧歯類Ｖドメインを置き換えるために、このプロセスを繰り返すと、ヒト
抗体が得られる（ＰＣＴ公開第ＷＯ９３／０６２１３号参照）。ＣＤＲグラフティングに
よる齧歯類抗体の従来のヒト化とは異なり、この技法は、齧歯類起源のフレームワークま
たはＣＤＲ残基を有さない、完全なヒト抗体を提供する。
【０１６２】
　抗体は、宿主動物から抗体および抗体産生細胞をまず分離し、遺伝子配列を得、その遺
伝子配列を用いて宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）中で抗体を組み換え的に発現させるこ
とによって、組み換え的に作製してもよい。用い得る別の方法は、植物（例えば、タバコ
）またはトランスジェニックミルクにおいて抗体配列を発現させることである。植物また
はミルクにおいて組み換え的に抗体を発現させる方法は、開示されている。例えば、Peet
ers, et al. Vaccine 19:2756, 2001; Lonberg, N. and D. Huszar Int. Rev. Immunol 1
3:65, 1995; および Pollock, et al., J Immunol Methods 231:147, 1999 参照。抗体の
誘導体、例えば、ヒト化、一本鎖などを作製するための方法は、当分野で知られている。
【０１６３】
　イムノアッセイおよび蛍光標識細胞分取（ＦＡＣＳ）などのフローサイトメトリー分取
技術を用いて、ＥＧＦＲｖＩＩＩまたは目的の腫瘍抗原に特異的な抗体を単離することも
できる。
【０１６４】
　本明細書に記載の抗体は、多種多様な担体に結合させてもよい。担体は、活性および／
または不活性であってよい。周知の担体の例には、ポリプロピレン、ポリスチレン、ポリ
エチレン、デキストラン、ナイロン、アミラーゼ、ガラス、天然および修飾セルロース、
ポリアクリルアミド、アガロース並びにマグネタイトが含まれる。担体の性質は、本発明
のために、可溶性または不溶性のいずれであってもよい。当業者は、抗体に結合させる他
の好適な担体を認識しており、または慣用的な実験を用いてそれを確認できるであろう。
いくつかの実施態様において、担体は、心筋を標的にする部分を含む。
【０１６５】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、容易に、従来の手順を用いて、単離し、配
列決定される（例えば、モノクローナル抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異
的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを使用することにより）。ハイブリドーマ細
胞は、こうしたＤＮＡの好ましい供給源として役立つ。ＤＮＡを単離したら、そのＤＮＡ
を発現ベクター内（ＰＣＴ公開第ＷＯ８７／０４４６２号に開示の発現ベクターなど）に
配置し、次いで、これを、大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（
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ＣＨＯ）細胞または他の免疫グロブリンタンパク質を産生しない骨髄腫細胞などの宿主細
胞にトランスフェクションして、組み換え宿主細胞中にてモノクローナル抗体の合成を達
成する。例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ８７／０４４６２号参照。ＤＮＡはまた、例えば、ヒ
ト重鎖および軽鎖定常領域をコードする配列を相同的ネズミ配列に代えて用いるか（Morr
ison et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 81:6851, 1984）、または免疫グロブリンをコード
する配列に免疫グロブリンではないポリペプチドをコードする配列のすべてもしくは一部
を共有結合させることによって、改変してもよい。このようにして、本明細書のモノクロ
ーナル抗体の結合特異性を有する「キメラ」または「ハイブリッド」抗体を作製する。
【０１６６】
　本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現レベルの減少を検出
および／または測定できる当分野で知られている方法を使用して、同定または特性評価で
きる。いくつかの実施態様では、ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体は、候補物質をＥＧＦＲｖＩＩＩ
とインキュベートし、結合および／または付随するＥＧＦＲｖＩＩＩ発現レベルの減少を
モニターすることにより同定される。結合アッセイは、精製したＥＧＦＲｖＩＩＩポリペ
プチドを用いるか、またはＥＧＦＲｖＩＩＩポリペプチドを自然に発現する細胞もしくは
ＥＧＦＲｖＩＩＩポリペプチドを発現するように形質転換した細胞を用いて実施し得る。
ある実施態様において、結合アッセイは、競合結合アッセイであり、この場合、ＥＧＦＲ
ｖＩＩＩ結合に関して、既知の抗ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体と競合する候補抗体の能力が評価
される。アッセイは、ＥＬＩＳＡ形式を含む各種の形式で実施され得る。
【０１６７】
　最初の同定の後、候補ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の活性を、標的とする生物活性を試験する
のに知られているバイオアッセイによってさらに確認し、正確にすることができる。ある
いは、バイオアッセイを用いて、候補を直接スクリーニングできる。抗体を同定し、特性
評価するための方法のいくつかは、実施例にて詳細に記載する。
【０１６８】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体は、当分野で周知の方法を用いて、特性評価し得る。例えば、１
つの方法は、結合するエピトープを同定する方法、即ち「エピトープマッピング」である
。タンパク質上のエピトープ位置のマッピングおよび特性評価のために、抗体－抗原複合
体の結晶構造の解明、競合アッセイ、遺伝子断片発現アッセイおよび合成ペプチド系アッ
セイを含め、当分野で知られている多くの方法があり、例えば、Harlow and Lane, Using
 Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spri
ng Harbor, New York, 1999 の第１１章に記載されている通りである。さらなる例として
、エピトープマッピングを用いて、抗体が結合する配列を決定できる。エピトープマッピ
ングは、様々な供給源、例えば、Pepscan Systems（Edelhertweg 15, 8219 PH Lelystad,
 The Netherlands）から購入できる。エピトープは、直線状エピトープ、即ち、ひと続き
のアミノ酸中に含有されているエピトープであっても、ひと続きのアミノ酸中に必ずしも
含有されていない場合もあるアミノ酸の三次元相互作用によって形成された立体構造エピ
トープであってもよい。様々な長さのペプチド（例えば、少なくとも４～６のアミノ酸長
）を単離または合成でき（例えば、組み換え的に）、ＥＧＦＲｖＩＩＩまたは他の腫瘍抗
原の抗体との結合アッセイに用いることができる。他の例では、ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体が
結合するエピトープは、ＥＧＦＲｖＩＩＩ配列に由来する重複ペプチドを使用し、ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ抗体による結合を決定することにより、体系的スクリーニングにおいて決定で
きる。遺伝子断片発現アッセイでは、ＥＧＦＲｖＩＩＩをコードするオープンリーディン
グフレームをランダムにまたは特定の遺伝子構造により断片化し、ＥＧＦＲｖＩＩＩの発
現断片と試験対象抗体との反応性を決定する。遺伝子断片は、例えば、ＰＣＲによって作
製し、次いで、放射性アミノ酸の存在下で、インビトロで転写し、タンパク質に翻訳し得
る。次いで、抗体と放射性標識したＥＧＦＲｖＩＩＩとの結合を、免疫沈降およびゲル電
気泳動によって決定する。ある種のエピトープは、ファージ粒子の表面上に提示されたラ
ンダムペプチド配列の大型ライブラリー（ファージライブラリー）を用いることにより、
同定することもできる。あるいは、重複ペプチド断片の確定ライブラリーを、単純な結合
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アッセイにおいて、試験抗体への結合について試験できる。さらなる例では、抗原結合ド
メインの変異導入、ドメイン交換実験およびアラニンスキャニング変異導入を実施して、
エピトープ結合に必須、十分および／または必要である残基を同定できる。例えば、ドメ
イン交換実験は、ＥＧＦＲｖＩＩＩタンパク質の様々な断片が、別の種（例えばマウス）
由来のＥＧＦＲｖＩＩＩ、または、密接に関係しているが抗原的には異なるタンパク質（
例えば、Ｔｒｏｐ－１）に由来する配列に置き換えられた（交換された）変異ＥＧＦＲｖ
ＩＩＩを用いて実施できる。抗体と変異ＥＧＦＲｖＩＩＩの結合を評価することにより、
抗体結合に対する特定のＥＧＦＲｖＩＩＩ断片の重要性を評価できる。ＥＧＦＲｖＩＩＩ
特異的抗体（即ち、ＥＧＦＲｗｔ（野生型）または任意の他のタンパク質に結合しない抗
体）の場合、ＥＧＦＲｖＩＩＩのＥＧＦＲｗｔに対する配列アラインメントから、エピト
ープを推定できる。
【０１６９】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の特性評価に使用できるさらに別の方法は、同じ抗原（即ち、Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩ上の各種断片）に結合することが知られている他の抗体との競合アッセイ
を用いて、ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体が他の抗体と同じエピトープに結合するかどうかを決定
することである。競合アッセイは、当業者に周知である。
【０１７０】
　発現ベクターを用いて、ＥＧＦＲｖＩＩＩ上抗体の発現を誘導できる。当業者は、発現
ベクターを投与して外来性タンパク質の発現をインビボで得ることについて精通している
。例えば、米国特許第６,４３６,９０８号、第６,４１３,９４２号および第６,３７６,４
７１号参照。発現ベクターの投与には、注入、経口投与、パーティクルガンまたはカテー
テル投与および局所投与を含む、局所または全身投与が含まれる。他の実施態様において
、発現ベクターは、交感神経幹もしくは神経節、または冠状動脈、心房、心室もしくは心
膜に直接投与される。
【０１７１】
　発現ベクターまたはサブゲノムポリヌクレオチドを含有する治療用組成物の標的送達も
使用できる。受容体媒介性ＤＮＡ送達技術については、例えば、Findeis et al., Trends
 Biotechnol., 1993, 11:202; Chiou et al., Gene Therapeutics: Methods And Applica
tions Of Direct Gene Transfer, J.A. Wolff, ed., 1994; Wu et al., J. Biol. Chem.,
 263:621, 1988; Wu et al., J. Biol. Chem., 269:542, 1994; Zenke et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 87:3655, 1990; および Wu et al., J. Biol. Chem., 266:338, 19
91 に記載されている。ポリヌクレオチドを含有する治療用組成物は、遺伝子治療プロト
コルにおいて、局所投与の場合、約１００ｎｇ～約２００ｍｇの範囲のＤＮＡで投与する
。遺伝子治療プロトコル中、約５００ｎｇ～約５０ｍｇ、約１μｇ～約２ｍｇ、約５μｇ
～約５００μｇおよび約２０μｇ～約１００μｇの濃度範囲のＤＮＡを使用することもで
きる。遺伝子送達ビヒクルを用いて、治療用ポリヌクレオチドおよびポリペプチドを送達
できる。遺伝子送達ビヒクルは、ウイルス起源でも非ウイルス起源でもよい（一般的に、
Jolly, Cancer Gene Therapy,1:51, 1994; Kimura, ヒト Gene Therapy, 5:845, 1994; C
onnelly, ヒト Gene Therapy, 1995, 1:185; および Kaplitt, Nature Genetics, 6:148,
 1994 参照）。そのようなコード配列の発現は、内在性哺乳動物プロモーターまたは異種
プロモーターを用いて誘導できる。コード配列の発現は、構成的であってもよく、制御さ
れていてもよい。
【０１７２】
　所望のポリヌクレオチドを送達し、所望の細胞において発現させるためのウイルス性ベ
クターは、当分野で周知である。例示的なウイルス系ビヒクルには、組み換えレトロウイ
ルス（例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ９０／０７９３６号；第ＷＯ９４／０３６２２号；第Ｗ
Ｏ９３／２５６９８号；第ＷＯ９３／２５２３４号；第ＷＯ９３／１１２３０号；第ＷＯ
９３／１０２１８号；第ＷＯ９１／０２８０５号；米国特許第５、２１９,７４０号およ
び第４,７７７,１２７号；英国特許第２,２００,６５１号；並びに欧州特許第０３４５２
４２号を参照）、アルファウイルス系ベクター（例えば、シンドビスウイルスベクター、
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セムリキ森林ウイルス（ＡＴＣＣ ＶＲ－６７；ＡＴＣＣ ＶＲ－１２４７）、ロスリバー
ウイルス（ＡＴＣＣ ＶＲ－３７３；ＡＴＣＣ ＶＲ－１２４６）およびベネズエラウマ脳
炎ウイルス（ＡＴＣＣ ＶＲ－９２３；ＡＴＣＣ ＶＲ－１２５０；ＡＴＣＣ ＶＲ１２４
９；ＡＴＣＣ ＶＲ－５３２））およびアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター（例えば
、ＰＣＴ公開第ＷＯ９４／１２６４９号、第ＷＯ９３／０３７６９号；第ＷＯ９３／１９
１９１号；第ＷＯ９４／２８９３８号；第ＷＯ９５／１１９８４号および第ＷＯ９５／０
０６５５号を参照）が含まれるが、これらに限定されない。Curiel, Hum. Gene Ther., 1
992, 3:147 に記載されている不活化アデノウイルスに連結したＤＮＡの投与も用いるこ
とができる。
【０１７３】
　非ウイルス性の送達ビヒクルおよび方法もまた用いることができ、不活化アデノウイル
スにのみ連結したまたは連結していないポリカチオン性濃縮ＤＮＡ（例えば、Curiel, Hu
m. Gene Ther., 3:147, 1992参照）；リガンド連結ＤＮＡ（例えば、Wu, J. Biol. Chem.
, 264:16985, 1989参照）；真核細胞送達ビヒクル細胞（例えば、米国特許第５,８１４,
４８２号；ＰＣＴ公開第ＷＯ９５／０７９９４号；第ＷＯ９６／１７０７２号；第ＷＯ９
５／３０７６３号および第ＷＯ９７／４２３３８号参照）および核電荷中和または細胞膜
との融合が含まれるが、これらに限定されない。ネイキッドＤＮＡも用いることができる
。例示的なネイキッドＤＮＡ導入法は、ＰＣＴ公開第ＷＯ９０／１１０９２号および米国
特許第５,５８０,８５９号に記載されている。遺伝子送達ビヒクルとして作用するリポソ
ームは、米国特許第５,４２２,１２０号；ＰＣＴ公開第ＷＯ９５／１３７９６号；第ＷＯ
９４／２３６９７号；第ＷＯ９１／１４４４５号およびＥＰ０５２４９６８に記載されて
いる。さらなるアプローチは、Philip, Mol. Cell Biol., 14:2411, 1994 and in Woffen
din, Proc. Natl. Acad. Sci., 91:1581, 1994に記載されている。
【０１７４】
　いくつかの実施態様では、本発明は、本明細書に記載される、または、本方法により作
製され、本明細書に記載される特徴を有する抗体を含む、組成物（医薬組成物を含む）を
包含する。本明細書で使用する場合、組成物は、ＥＧＦＲｖＩＩＩに結合する１つまたは
それ以上の抗体、および／または１つまたはそれ以上のこれらの抗体をコードする配列を
含む１つまたはそれ以上のポリヌクレオチドを含む。これらの組成物は、緩衝液を含む医
薬的に許容し得る賦形剤などの好適な賦形剤をさらに含み得、これらは当分野で周知であ
る。
【０１７５】
　本発明はまた、これらの抗体のいずれをも作製する方法を提供する。本発明の抗体は、
当分野で知られている手順によって作製できる。ポリペプチドは、抗体のタンパク質分解
もしくは他の分解、上述した組み換え法（即ち、単一または融合ポリペプチド）または化
学合成によって作製できる。抗体のポリペプチド、特に約５０のアミノ酸までの短いポリ
ペプチドは、化学合成によって簡便に生成される。化学合成の方法は、当分野で知られて
おり、商業的に利用可能である。例えば、固相方法を使用する自動ポリペプチドシンセサ
イザーによって抗体を作製できるであろう。米国特許第５,８０７,７１５号、第４,８１
６,５６７号および第６,３３１,４１５号も参照。
【０１７６】
　別の代替法において、抗体は、当分野で周知の手順を用いて、組み換え的に作製できる
。ある実施態様において、ポリヌクレオチドは、抗体ｍ６２Ｇ７、ｈ６２Ｇ７、ｈ６２Ｇ
７－Ｈ１４／Ｌ１－ＤＶ、ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６、４２Ｇ９、３２Ａ１０、２０Ｂ９、
１４Ｃ１１、２１Ｅ１１、４９Ｂ１１、４６Ｅ１０、１２Ｈ６、１９Ａ９、２１Ｅ７、１
１Ｂ１１、１２Ｂ２、１１Ｆ１０、１７Ｇ１１、２９Ｄ５、３０Ｄ８、２０Ｅ１２、２６
Ｂ９、３２Ｇ８、３４Ｅ７、２０Ｇ５、Ｃ６、Ｂ５、４２Ｇ９－１、３２Ａ１０－１、２
０Ｂ９－１、１４Ｃ１１－１、２１Ｅ１１－１、４９Ｂ１１－１、４６Ｅ１０－１、１２
Ｈ６－１、１９Ａ９－１、２１Ｅ７－１、１１Ｂ１１－１、１２Ｂ２－１、１１Ｆ１０－
１、１７Ｇ１１－１、２９Ｄ５－１、３０Ｄ８－１、２０Ｅ１２－１、２６Ｂ９－１、３



(69) JP 2019-506398 A 2019.3.7

10

20

30

40

50

２Ｇ８－１、３４Ｅ７－１、２０Ｇ５－１、Ｃ６－１またはＢ５－１の重鎖および／また
は軽鎖可変領域をコードする配列を含む。目的の抗体をコードする配列は、宿主細胞中の
ベクターに維持され得、次いで、宿主細胞を増殖させ、将来の使用のために凍結できる。
ベクター（発現ベクターを含む）および宿主細胞については、本明細書でさらに説明され
ている。
【０１７７】
　２つの共有結合した抗体を含むヘテロコンジュゲート抗体も本発明の範囲内である。そ
のような抗体は、免疫系細胞を不必要な細胞に対して標的化するために（米国特許第４,
６７６,９８０号）、またＨＩＶ感染の治療のために（ＰＣＴ公開第ＷＯ９１／００３６
０号および第ＷＯ９２／２００３７３号；ＥＰ０３０８９）使用されている。ヘテロコン
ジュゲート抗体は、任意の簡便な架橋方法を用いて作製できる。好適な架橋剤および技術
については、当分野で周知であり、米国特許第４,６７６,９８０号に記載されている。
【０１７８】
　キメラまたはハイブリッド抗体もまた、架橋剤が関与するものを含む、タンパク質合成
化学の既知の方法を用いて、インビトロで調製できる。例えば、ジスルフィド交換反応を
用いるか、またはチオエーテル結合を形成することによって、免疫毒素が構築され得る。
この目的に好適な試薬の例には、イミノチオレートおよびメチル－４－メルカプトブチル
イミダートが含まれる。
【０１７９】
　組換えヒト化抗体において、Ｆｃγ部分は、Ｆｃγ受容体および補体との相互作用並び
に免疫系を回避するように改変できる。そのような抗体を作製するための技法は、ＷＯ９
９／５８５７２に記載されている。例えば、抗体がヒトでの治験および処置に使用される
場合に、免疫反応を回避するために、定常領域をよりよく似たヒト定常領域に加工し得る
。例えば、米国特許第５,９９７,８６７号および第５,８６６,６９２号参照。
【０１８０】
　本発明は、表５に示す変異体を含む本発明の抗体およびポリペプチドの修飾物を包含し
、これには、その特性に有意な影響を与えない機能的に等価である抗体、および、活性お
よび／または親和性が向上または低下した変異体が含まれる。例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ
に対して所望の結合親和性を有する抗体を得るために、アミノ酸配列を変異させ得る。ポ
リペプチドの修飾は、当分野で慣用的な作業であり、本明細書にて詳述する必要はない。
修飾ポリペプチドの例には、アミノ酸残基の保存的置換、機能活性に有意な有害な変化を
もたらさない、または、ポリペプチドのそのリガンドへの親和性を成熟させる（増強する
）アミノ酸の１つまたはそれ以上の欠失または付加を有するポリペプチド、または化学的
類似体の使用が含まれる。
【０１８１】
　アミノ酸配列の挿入には、１つの残基から１００以上の残基を含有するポリペプチドの
長さまでの範囲に及ぶアミノ末端および／またはカルボキシル末端の融合、並びに１つま
たはそれ以上のアミノ酸残基の配列内挿入が含まれる。末端挿入の例には、Ｎ末端メチオ
ニル残基を有する抗体またはエピトープタグに融合した抗体が含まれる。抗体分子の他の
挿入変異体には、抗体のＮ末端またはＣ末端に、酵素、または、抗体の血液循環における
半減期を増大させるポリペプチドを融合したものが含まれる。
【０１８２】
　置換変異体は、抗体分子中の少なくとも１つのアミノ酸残基を除去し、その位置に異な
る残基を挿入したものである。置換変異導入に関して最大の目的となる部位には超可変領
域が含まれるが、ＦＲの変更もまた企図される。保存的置換を、表５に「保存的置換」の
見出しで示す。置換が生物活性に変化をもたらすならば、表５に「例示的置換」と称する
か、または、アミノ酸クラスに関して以下で詳述する、より実質的な変化を導入し、生成
物をスクリーニングし得る。いくつかの実施態様では、本明細書で提供される抗体の置換
変異体は、参照する親抗体と比較して、ＶＨまたはＶＬ領域に、１５、１４、１３、１２
、１１、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、または１個を超えない保存的置換を有
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する。いくつかの実施態様では、置換は、ＶＨまたはＶＬ領域のＣＤＲ内にない。
【０１８３】
表５：アミノ酸置換
【表５】

【０１８４】
　抗体の生物学的特性の実質的な改変は、（ａ）置換領域内のポリペプチド主鎖の構造、
例えば、シートもしくはヘリックス構造、（ｂ）標的部位における分子の電荷もしくは疎
水性、または（ｃ）側鎖の嵩を維持することに対する効果が有意に異なる置換を選択する
ことによって達成される。天然産生のアミノ酸残基は、共通する側鎖特性に基づいて分類
される：
　（１）非極性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
　（２）極性無電荷：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
　（３）酸性（負電荷）：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
　（４）塩基性（正電荷）：Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
　（５）鎖配向性に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；および
　（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ、Ｈｉｓ。
【０１８５】
　非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つの構成要素を別のクラスに交換すること
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によってなされる。
【０１８６】
　分子の酸化安定性を改善し、異常な架橋を防ぐために、抗体の適切な立体構造の維持に
関与しない任意のシステイン残基も、一般的にセリンで置換し得る。逆に、特にその抗体
がＦｖ断片などの抗体断片である場合、抗体の安定性を改善するために、システイン結合
を抗体に付加してもよい。
【０１８７】
　アミノ酸修飾は、１つまたはそれ以上のアミノ酸の変化または修飾から、可変領域など
の領域の完全な再設計まで、多様であり得る。可変領域における変化は、結合親和性およ
び／または特異性を変更し得る。いくつかの実施態様において、ＣＤＲドメイン内に１つ
から５つを超えない保存的アミノ酸置換がなされる。他の実施態様において、ＣＤＲドメ
イン内に１つから３つを超えない保存的アミノ酸置換がなされる。さらに他の実施態様に
おいて、ＣＤＲドメインは、ＣＤＲ Ｈ３および／またはＣＤＲ Ｌ３である。
【０１８８】
　修飾にはまた、グリコシル化および非グリコシル化ポリペプチド、並びに他の翻訳後修
飾、例えば、種々の糖によるグリコシル化、アセチル化およびリン酸化などがなされたポ
リペプチドも含まれる。抗体は、定常領域の保存的位置でグリコシル化される（Jefferis
 and Lund, Chem. Immunol. 65:111-128, 1997; Wright and Morrison, TibTECH 15:26-3
2, 1997）。免疫グロブリンのオリゴ糖側鎖は、タンパク質の機能（Boyd et al., Mol. I
mmunol. 32:1311-1318, 1996; Wittwe and Howard, Biochem. 29:4175-4180, 1990）、並
びに糖タンパク質の立体構造および提示される三次元表面に影響し得る糖タンパク質の部
分間の分子内相互作用（Jefferis and Lund, supra; Wyss and Wagner, Current Opin. B
iotech. 7:409-416, 1996）に影響を与える。オリゴ糖はまた、特異的認識構造に基づい
て、所定の糖タンパク質をある特定の分子に標的化するのに役立ち得る。抗体のグリコシ
ル化は、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）に影響することも報告されている。特に、二分
岐ＧｌｃＮＡｃの形成を触媒するグリコシルトランスフェラーゼであるβ（１,４）－Ｎ
－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ（ＧｎＴＩＩＩ）のテトラサイクリ
ン制御発現を示すＣＨＯ細胞は、ＡＤＣＣ活性が向上することが報告された（Umana et a
l., Mature Biotech. 17:176-180, 1999）。
【０１８９】
　抗体のグリコシル化は、典型的には、Ｎ－結合型またはＯ－結合型のいずれかである。
Ｎ－結合型は、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の付加を表す。トリペプチド配
列のアスパラギン－Ｘ－セリン、アスパラギン－Ｘ－スレオニンおよびアスパラギン－Ｘ
－システイン（Ｘはプロリン以外の任意のアミノ酸）は、アスパラギン側鎖への炭水化物
部分の酵素的付加のための認識配列である。従って、これらのトリペプチド配列のいずれ
かがポリペプチド中に存在することで、潜在的なグリコシル化部位が創出される。Ｏ－結
合型グリコシル化は、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的にはセリンまたはスレオニン（し
かし、５－ヒドロキシプロリンまたは５－ヒドロキシリシンも用いられ得る）への、Ｎ－
アセチルガラクトサミン、ガラクトースまたはキシロースの糖のうちの１つの付加を表す
。
【０１９０】
　抗体へのグリコシル化部位の付加は、上記のトリペプチド配列のうちの１つまたはそれ
以上を含むようにアミノ酸配列を変更することによって簡便に実施される（Ｎ－結合型グ
リコシル化部位に関して）。この変更はまた、元の抗体の配列に１つまたはそれ以上のセ
リンまたはスレオニン残基の付加、またはこれらの残基による置換によって行うことがで
きる（Ｏ結合型グリコシル化部位に関して）。
【０１９１】
　抗体のグリコシル化パターンは、基本となるヌクレオチド配列を変更することなく、変
更することもできる。グリコシル化は、抗体を発現させるために使用する宿主細胞に大き
く依存する。候補治療薬としての組み換え糖タンパク質、例えば抗体の発現に使用される
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細胞の種類が、その生来の細胞であることは稀であるので、抗体のグリコシル化パターン
における多様性が見込まれ得る（例えば、Hse et al., J. Biol. Chem. 272:9062-9070, 
1997 参照）。
【０１９２】
　宿主細胞の選択に加えて、抗体の組み換え産生時のグリコシル化に影響を与える要因に
は、増殖様式、培地配合、培養密度、酸素添加、ｐＨ、精製スキームなどが挙げられる。
特定の宿主生物にて達成されるグリコシル化パターンを変更するために、オリゴ糖産生に
関与するある特定の酵素の導入または過剰発現を含む様々な方法が提案されている（米国
特許第５,０４７,３３５号、第５,５１０,２６１号および第５.２７８,２９９号）。グリ
コシル化またはある種のグリコシル化は、例えば、エンドグリコシダーゼＨ（Ｅｎｄｏ 
Ｈ）、Ｎ－グリコシダーゼＦ、エンドグリコシダーゼＦ１、エンドグリコシダーゼＦ２、
エンドグリコシダーゼＦ３を用いて、糖タンパク質から酵素的に除去できる。加えて、組
み換え宿主細胞を遺伝子的に組み換えて、特定の種類の多糖のプロセッシングができない
ようにすることができる。これらの技術および類似技術は、当分野で周知である。
【０１９３】
　他の修飾方法には、当分野で知られているカップリング技術を用いることが挙げられ、
酵素的手段、酸化的置換およびキレート化を含むが、これらに限定されない。修飾は、例
えば、イムノアッセイのための標識の付加に使用できる。修飾ポリペプチドは、当分野に
おいて確立された手順を用いて作製され、当分野で知られている標準的なアッセイを用い
てスクリーニングでき、これらのいくつかについて、以下および実施例で説明する。
【０１９４】
　他の抗体改変には、ＰＣＴ公開第ＷＯ９９／５８５７２号に記載の通りに改変された抗
体が含まれる。これらの抗体は、標的分子に対する結合ドメインに加えて、ヒト免疫グロ
ブリン重鎖の定常領域の全部または一部と実質的に相同であるアミノ酸配列を有するエフ
ェクタードメインを含む。これらの抗体は、有意な補体依存性溶解または標的の細胞媒介
性破壊を誘発することなく、標的分子に結合できる。いくつかの実施態様において、エフ
ェクタードメインは、ＦｃＲｎおよび／またはＦｃγＲＩＩｂに特異的に結合できる。こ
れらは、典型的には、２つまたはそれ以上のヒト免疫グロブリン重鎖ＣＨ２ドメインに由
来するキメラドメインに基づく。このように改変された抗体は、長期抗体療法での使用に
特に適しており、従来の抗体療法に対する炎症性反応および他の有害な反応を回避する。
【０１９５】
　本発明は、親和性が成熟した実施態様を含む。例えば、親和性成熟抗体は、当分野で知
られている手順によって作製できる（Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783, 1992
; Barbas et al., Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813, 1994; Schier et al., Gen
e, 169:147-155, 1995; Yelton et al., J. Immunol., 155:1994-2004, 1995; Jackson e
t al., J. Immunol., 154(7):3310-9, 1995, Hawkins et al., J. Mol. Biol., 226:889-
896, 1992; および、ＰＣＴ公開番号ＷＯ２００４／０５８１８４）。
【０１９６】
　抗体の親和性の調節およびＣＤＲの特性評価には、以下の方法を使用し得る。抗体のＣ
ＤＲの特性評価および／または抗体などのポリペプチドの結合親和性の変更（改善など）
を行う１つの方法は、「ライブラリースキャニング変異導入」と呼ばれる。一般に、ライ
ブラリースキャニング変異導入は、以下のように行われる。当分野にて認識されている方
法を用いて、ＣＤＲ中の１つまたはそれ以上のアミノ酸位置を２つまたはそれ以上（３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９または２０など）のアミノ酸で置換する。これにより、２つまたはそれ以上の構成要素
の複雑性（すべての位置で２つまたはそれ以上のアミノ酸を置換する場合）をそれぞれ有
する、クローンの小ライブラリー（いくつかの実施態様では、分析される各アミノ酸の位
置に１つ）が作られる。一般的に、ライブラリーは、天然（無置換）アミノ酸を含むクロ
ーンも包含する。各ライブラリーからの少数のクローン、例えば、約２０～８０のクロー
ン（ライブラリーの複雑性による）を、標的ポリペプチド（または他の結合標的）に対す
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る結合親和性についてスクリーニングし、結合が多い、同じ、少ない、または全くない候
補を特定する。結合親和性を決定するための方法は、当分野で周知である。結合親和性は
、約２倍以上の結合親和性の差異を検出する、Biacore（商標）表面プラズモン共鳴分析
を用いて決定し得る。Biacore（商標）は、出発抗体がすでに比較的高い親和性、例えば
、約１０ｎＭ以下のＫＤで結合する場合、特に有用である。Biacore（商標）表面プラズ
モン共鳴を用いるスクリーニングは、本明細書の実施例において説明する。
【０１９７】
　結合親和性は、Kinexa Biocensor、シンチレーション近接アッセイ、ＥＬＩＳＡ、ＯＲ
ＩＧＥＮイムノアッセイ（ＩＧＥＮ）、蛍光消光、蛍光移動および／または酵母ディスプ
レイを用いて決定できる。結合親和性はまた、好適なバイオアッセイを用いて、スクリー
ニングしてもよい。
【０１９８】
　いくつかの実施態様では、当分野にて認識されている変異導入法（そのいくつかについ
て本明細書に記載する）を用いて、ＣＤＲ中の各アミノ酸位置を２０種すべての天然アミ
ノ酸で置換する（いくつかの実施態様では、１回に１つ）。これにより、２０の構成要素
の複雑性（各位置で全２０種のアミノ酸を置換する場合）をそれぞれ有する、クローンの
小ライブラリー（いくつかの実施態様では、分析される各アミノ酸位置に１つ）が作られ
る。
【０１９９】
　いくつかの実施態様において、スクリーニングされるライブラリーは、２つまたはそれ
以上の位置に置換を含み、これらの置換は、同じＣＤＲ中であってもよく、２つまたはそ
れ以上のＣＤＲ中であってもよい。従って、ライブラリーは、１つのＣＤＲ中の２つまた
はそれ以上の位置に置換を含み得る。ライブラリーは、２つまたはそれ以上のＣＤＲ中の
２つまたはそれ以上の位置に置換を含み得る。ライブラリーは、３、４、５つまたはそれ
以上の位置に置換を含み得、当該位置は、２つ、３つ、４つ、５つまたは６つのＣＤＲ中
に認められる。置換は、冗長性の低いコドンを用いて作製し得る。例えば、Balint et al
., Gene 137(1):109-18, 1993 の表２参照。
【０２００】
　ＣＤＲは、ＣＤＲＨ３および／またはＣＤＲＬ３であってよい。ＣＤＲは、ＣＤＲＬ１
、ＣＤＲＬ２、ＣＤＲＬ３、ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２および／またはＣＤＲＨ３のうちの
１つまたはそれ以上であってよい。ＣＤＲは、KabatのＣＤＲ、ChothiaのＣＤＲまたは拡
張ＣＤＲであってよい。
【０２０１】
　結合が改善した候補の配列を決定し、それにより、親和性が改善されたＣＤＲ置換変異
体（「改善された」置換とも呼ぶ）を同定できる。また、結合する候補の配列も決定し、
それにより、結合を保持するＣＤＲ置換を同定してもよい。
【０２０２】
　複数回のスクリーニングを実行し得る。例えば、結合の改善した候補（それぞれ、１つ
またはそれ以上のＣＤＲの１つまたはそれ以上の位置にアミノ酸置換を含む）はまた、改
善された各ＣＤＲ位置（即ち、置換変異体が結合の改善を示したＣＤＲ中のアミノ酸位置
）に少なくとも元のアミノ酸および置換したアミノ酸を含む第２のライブラリーの設計に
有用である。このライブラリーの作製およびスクリーニングまたは選別は、以下に詳述す
る。
【０２０３】
　ライブラリースキャニング変異導入はまた、結合が改善されたクローン、同じ結合のク
ローン、結合が減少したクローンまたは結合のないクローンの頻度から、抗体－抗原複合
体の安定性に対しての各アミノ酸位置の重要性に関する情報が提供されるという点で、Ｃ
ＤＲの特性評価の手段を提供する。例えば、ＣＤＲのある位置を全２０種のアミノ酸に変
えたときに結合が保持される場合、その位置は、抗原結合に必要でない可能性が高い位置
として同定される。逆に、ＣＤＲのある位置が低い割合の置換でしか結合を保持しない場
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合、その位置は、ＣＤＲ機能に重要な位置として同定される。従って、ライブラリースキ
ャニング変異導入法により、多数の異なるアミノ酸（全２０種のアミノ酸を含む）に変更
できるＣＤＲの位置、および、変えることができないか、または少数のアミノ酸にのみ変
更できるＣＤＲの位置に関する情報がもたらされる。
【０２０４】
　親和性の改善した候補を組み合わせて、改善されたアミノ酸、その位置の元のアミノ酸
を含み、かつ望ましいスクリーニング法または選別法を用いて、望ましいか、または許容
されるライブラリーの複雑性に応じて、その位置のさらなる置換を含み得る、第２のライ
ブラリーにしてもよい。加えて、所望により、隣接するアミノ酸位置を少なくとも２つま
たはそれ以上のアミノ酸にランダム化できる。隣接するアミノ酸のランダム化は、変異Ｃ
ＤＲにおけるさらなる立体構造の柔軟性を与え得るものであり、これにより、多数の改善
する変異の導入が可能または容易になり得る。ライブラリーはまた、初回のスクリーニン
グで親和性の改善を示さなかった位置での置換を含み得る。
【０２０５】
　第２のライブラリーは、Biacore（商標）表面プラズモン共鳴分析を用いるスクリーニ
ング、および当分野で知られている選択のための任意の方法（ファージディスプレイ、酵
母ディスプレイおよびリボソームディスプレイを含む）を用いる選択を含む、当分野で知
られている任意の方法を使用して、結合親和性が改善したおよび／または変化したライブ
ラリーの構成要素について、スクリーニングまたは選別される。
【０２０６】
　本発明はまた、本発明の抗体に由来する１つまたはそれ以上の断片または領域を含む融
合タンパク質を包含する。ある実施態様では、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１
４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、２９、３１、３３、３６、３８、４０
、４２、４５、４７、４９、５１、２１１、２１２、２１３または２１５に示す可変軽鎖
領域の少なくとも１０個の連続するアミノ酸、および／または、配列番号１、３、５、７
、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、３０、３２、３４、３
５、３７、３９、４１、４３、４４、４６、４８、５０、５２、５３、５４、５５、５６
、５７、５８、５９、６０、６１、２０２、２０３、２０４、２０５、２０６、２０７、
２０８、２０９、２１０、２１４、２１６、２１７または２１８に示す可変重鎖領域の少
なくとも１０個のアミノ酸を含む、融合ポリペプチドが提供される。他の実施態様では、
可変軽鎖領域の少なくとも約１０個、少なくとも約１５個、少なくとも約２０個、少なく
とも約２５個もしくは少なくとも約３０個の連続するアミノ酸、および／または、可変重
鎖領域の少なくとも約１０個、少なくとも約１５個、少なくとも約２０個、少なくとも約
２５個もしくは少なくとも約３０個の連続するアミノ酸を含む、融合ポリペプチドが提供
される。別の実施態様では、融合ポリペプチドは、１つまたはそれ以上のＣＤＲを含む。
さらに他の実施態様では、融合ポリペプチドは、ＣＤＲ Ｈ３（ＶＨ ＣＤＲ３）および／
またはＣＤＲ Ｌ３（ＶＬ ＣＤＲ３）を含む。本発明の目的上、融合タンパク質は、１つ
またはそれ以上の抗体と、天然分子には結合していない別のアミノ酸配列、例えば、別の
領域からの非相同配列または相同配列とを含有する。例示的な非相同配列には、ＦＬＡＧ
タグまたは６Ｈｉｓタグなどの「タグ」が含まれるが、これらに限定されない。タグは、
当分野で周知である。
【０２０７】
　融合ポリペプチドは、当分野で知られている方法によって、例えば、合成的にまたは組
み換え的に作製できる。典型的には、本発明の融合タンパク質は、本明細書に記載の組み
換え法を使用して、それらをコードするポリヌクレオチドを発現させることにより作製さ
れるが、当分野で知られている他の手段、例えば、化学合成などによって調製してもよい
。
【０２０８】
　本発明はまた、固体支持体（ビオチンまたはアビジンなど）への結合を容易にする物質
とコンジュゲート（例えば、連結）した抗体を含む組成物を提供する。説明を簡潔にする
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ために、これらの方法が本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の実施態様のいずれにも
適用されるという理解を前提に、概して、抗体に関して言及する。コンジュゲーションと
は、一般に、本明細書に記載する成分を連結することを表す。連結（一般的に、少なくと
も投与のために、これらの成分を隣接関係に固定すること）は、数々の方法で達成できる
。例えば、作用物質と抗体のそれぞれが他方と反応できる置換基を持つ場合、作用物質と
抗体との間の直接反応が可能である。例えば、一方にあるアミノ基またはスルフヒドリル
基などの求核基は、他方にある無水物もしくは酸ハロゲン化物などのカルボニル含有基ま
たは良好な脱離基（例えば、ハロゲン化物）を含有するアルキル基と反応できる。
【０２０９】
　本発明はまた、本発明の抗体をコードする単離されたポリヌクレオチド、並びに、その
ポリヌクレオチドを含むベクターおよび宿主細胞を提供する。
　従って、本発明は、以下のいずれかをコードするポリヌクレオチドを含むポリヌクレオ
チド（または医薬組成物を含めた組成物）を提供する：ｍ６２Ｇ７、ｈ６２Ｇ７、ｈ６２
Ｇ７－Ｈ１４／Ｌ１－ＤＶ、ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６、４２Ｇ９、３２Ａ１０、２０Ｂ９
、１４Ｃ１１、２１Ｅ１１、４９Ｂ１１、４６Ｅ１０、１２Ｈ６、１９Ａ９、２１Ｅ７、
１１Ｂ１１、１２Ｂ２、１１Ｆ１０、１７Ｇ１１、２９Ｄ５、３０Ｄ８、２０Ｅ１２、２
６Ｂ９、３２Ｇ８、３４Ｅ７、２０Ｇ５、Ｃ６、Ｂ５、４２Ｇ９－１、３２Ａ１０－１、
２０Ｂ９－１、１４Ｃ１１－１、２１Ｅ１１－１、４９Ｂ１１－１、４６Ｅ１０－１、１
２Ｈ６－１、１９Ａ９－１、２１Ｅ７－１、１１Ｂ１１－１、１２Ｂ２－１、１１Ｆ１０
－１、１７Ｇ１１－１、２９Ｄ５－１、３０Ｄ８－１、２０Ｅ１２－１、２６Ｂ９－１、
３２Ｇ８－１、３４Ｅ７－１、２０Ｇ５－１、Ｃ６－１およびＢ５－１、または、ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩに結合する能力を有するそれらの任意の断片または部分。
【０２１０】
　別の態様において、本発明は、本明細書に記載の抗体（抗体断片を含む）およびポリペ
プチド、例えばエフェクター機能を欠損させた抗体およびポリペプチドのいずれかをコー
ドするポリヌクレオチドを提供する。ポリヌクレオチドは、当分野で知られている手順に
よって作製し、発現させることができる。
【０２１１】
　別の態様において、本発明は、本発明のポリヌクレオチドのいずれかを含む組成物（医
薬組成物など）を提供する。いくつかの実施態様において、組成物は、本明細書に記載の
抗体のいずれかをコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターを含む。
　発現ベクター、およびポリヌクレオチド組成物の投与については、本明細書においてさ
らに説明する。
【０２１２】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載のポリヌクレオチドのいずれかを作製する方
法を提供する。
【０２１３】
　こうした配列に相補的なポリヌクレオチドもまた、本発明に包含される。ポリヌクレオ
チドは、一本鎖（コード化またはアンチセンス）でも、二本鎖でもよく、ＤＮＡ（ゲノム
、ｃＤＮＡまたは合成）またはＲＮＡ分子であり得る。ＲＮＡ分子には、イントロンを含
有し、ＤＮＡ分子に１対１で対応するＨｎＲＮＡ分子およびイントロンを含有しないｍＲ
ＮＡ分子が含まれる。さらなるコード配列または非コード配列が本発明のポリヌクレオチ
ド内に存在してもよいが、それは必須ではなく、ポリヌクレオチドは、他の分子および／
または支持体材料に連結していてもよいが、それは必須ではない。
【０２１４】
　ポリヌクレオチドは、天然配列（即ち、抗体またはその一部をコードする内在性配列）
を含んでもよいし、そのような配列の変異体を含んでもよい。ポリヌクレオチドの変異体
は、コードされるポリペプチドの免疫反応性が天然の免疫反応性分子と比較して低下しな
いように、１つまたはそれ以上の置換、付加、欠失および／または挿入を含む。コードさ
れるポリペプチドの免疫反応性への影響は、一般に、本明細書に記載の通りに評価され得
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る。変異体は、天然抗体またはその一部をコードするポリヌクレオチド配列に対して、好
ましくは少なくとも約７０％の同一性、より好ましくは少なくとも約８０％の同一性、さ
らにより好ましくは少なくとも約９０％の同一性、最も好ましくは少なくとも約９５％の
同一性を示す。
【０２１５】
　２つのポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列は、２つの配列中のヌクレオチドまた
はアミノ酸の配列が後述するように最大一致するように配列させたときに同じであれば、
「同一」であると言う。２つの配列間の比較は、典型的には、配列を比較領域にわたって
比較し、配列が類似している局所的領域を同定し比較することによって行われる。本明細
書で使用する「比較領域」とは、２つの配列を最適配列した後に、配列が同数の連続的な
位置の参照配列と比較され得る、少なくとも約２０個の連続的な位置、通常、３０個～約
７５個、または、４０個～約５０個のセグメントを表す。
【０２１６】
　比較のための配列の最適アラインメントは、バイオインフォマティクスソフトウェアの
LasergeneスイートのMegalignプログラム（DNASTAR, Inc., Madison, WI）を使用して、
デフォルトパラメータを用いて行い得る。このプログラムは、以下の参考文献に記載のい
くつかのアラインメントスキームを具体化する：Dayhoff, M.O., 1978, A model of evol
utionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships. In D
ayhoff, M.O. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical 
Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Suppl. 3, pp. 345-358; Hein J., 1990,
 Unified Approach to Alignment and Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology 
vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. and Sharp, P.M., 19
89, CABIOS 5:151-153; Myers, E.W. and Muller W., 1988, CABIOS 4:11-17; Robinson,
 E.D., 1971, Comb. Theor. 11:105; Santou, N., Nes, M., 1987, Mol. Biol. Evol. 4:
406-425; Sneath, P.H.A. and Sokal, R.R., 1973, Numerical Taxonomy the Principles
 and Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W
.J. and Lipman, D.J., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:726-730。
【０２１７】
　好ましくは、「配列同一性のパーセンテージ」は、最適に配列された２つの配列を少な
くとも２０個の位置の比較領域にわたって比較することにより決定され、比較領域中のポ
リヌクレオチドまたはポリペプチド配列の部分は、最適なアラインメントの２つの配列の
参照配列（付加または欠失を含まないもの）と比較して、２０％以下、通常５～１５％ま
たは１０～１２％の付加または欠失（即ち、ギャップ）を含み得る。パーセンテージを計
算するには、両配列中で同一の核酸塩基またはアミノ酸残基が生じている位置の数を特定
して一致した位置の数を得て、一致した位置の数を参照配列中の総位置数（即ち、領域の
大きさ）で割り、その結果に１００を掛けることにより、配列同一性のパーセンテージを
得る。
【０２１８】
　変異体は、さらに、または、あるいは、天然遺伝子またはその一部もしくは相補体に実
質的に相同であり得る。このようなポリヌクレオチドの変異体は、中程度にストリンジェ
ントな条件下で、天然抗体（または相補的配列）をコードする自然に生じるＤＮＡ配列に
ハイブリダイズできる。
【０２１９】
　好適な「中程度にストリンジェントな条件」には、５×ＳＳＣ、０.５％ＳＤＳ、１.０
ｍＭ ＥＤＴＡ（ｐＨ８.０）の溶液中での予洗、５０℃～６５℃、５×ＳＳＣ、終夜での
ハイブリダイズ、次いで、０.１％ＳＤＳを含有する２×、０.５×および０.２×ＳＳＣ
をそれぞれ用いた６５℃で２０分間の２回の洗浄が含まれる。
【０２２０】
　本明細書で使用するとき、「高度にストリンジェントな条件」または「高ストリンジェ
ンシー条件」とは、（１）洗浄に低イオン強度および高温を用いる、例えば、５０℃で０
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.０１５Ｍ塩化ナトリウム／０.００１５Ｍクエン酸ナトリウム／０.１％ドデシル硫酸ナ
トリウム、（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミドなどの変性剤を用いる、例え
ば、４２℃で、５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドと、７５０ｍＭ塩化ナトリウム、７５ｍＭ
クエン酸ナトリウムを含む、０.１％ウシ血清アルブミン／０.１％Ficoll／０.１％ポリ
ビニルピロリドン／５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６.５）、または（３）５０
％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０.７５Ｍ ＮａＣｌ、０.０７５Ｍクエン酸ナトリウム）
、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６.８）、０.１％ピロリン酸ナトリウム、５×デンハ
ート液、音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０.１％ＳＤＳおよび１０％硫酸
デキストランを４２℃で用い、４２℃にて０.２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナ
トリウム）および５５℃にて５０％ホルムアミドで洗浄し、続いて、５５℃にてＥＤＴＡ
を含む０.１×ＳＳＣからなる高ストリンジェンシー洗浄を行う。当業者は、プローブ長
などの要素に適合させるのに必要な温度、イオン強度などを調整する方法を認識するであ
ろう。
【０２２１】
　遺伝子コードの縮重の結果として、本明細書に記載のポリペプチドをコードするヌクレ
オチド配列が多数存在することは、当業者に理解されるであろう。これらのポリヌクレオ
チドの一部は、任意の天然遺伝子のヌクレオチド配列に対して最小限の相同性を有する。
しかしながら、コドンの用法の違いにより異なるポリヌクレオチドは、本発明によって特
に企図される。さらに、本明細書において提供されるポリヌクレオチド配列を含む遺伝子
の対立遺伝子も本発明の範囲内である。対立遺伝子とは、ヌクレオチドの欠失、付加およ
び／または置換などの１つまたはそれ以上の変異の結果として改変される内在性遺伝子で
ある。こうして得られるｍＲＮＡおよびタンパク質は、改変された構造または機能を有す
る場合があるが、そうである必要はない。対立遺伝子は、標準的な技法（ハイブリダイゼ
ーション、増幅および／またはデータベース配列比較など）を用いて同定できる。
【０２２２】
　本発明のポリヌクレオチドは、化学的合成、組み換え法またはＰＣＲを用いて得ること
ができる。化学的ポリヌクレオチド合成方法は、当分野でよく知られており、本明細書に
て詳述する必要はない。当業者は、本明細書で提供される配列および市販のＤＮＡ合成装
置を用いて所望のＤＮＡ配列を作製できる。
【０２２３】
　組み換え法を用いてポリヌクレオチドを作製するには、本明細書においてさらに論ずる
通り、所望の配列を含むポリヌクレオチドを好適なベクターに挿入することができ、次に
、そのベクターを複製および増幅に好適な宿主細胞に導入できる。ポリヌクレオチドは、
当分野で知られている任意の手段によって、宿主細胞に挿入できる。細胞は、直接取り込
み、エンドサイトーシス、トランスフェクション、Ｆ接合またはエレクトロポレーション
により外来性ポリヌクレオチドを導入することによって形質転換される。導入後、外来性
ポリヌクレオチドは、非組み込みベクター（プラスミドなど）として細胞内に維持される
か、宿主細胞のゲノムに組み込まれ得る。このようにして増幅されたポリヌクレオチドは
、当分野内で周知の方法によって、宿主細胞から単離できる。例えば、Sambrook et al.,
 1989 参照。
【０２２４】
　あるいは、ＰＣＲによりＤＮＡ配列を複製させる。ＰＣＲ技術は、当分野でよく知られ
ており、米国特許第４,６８３,１９５号、第４,８００,１５９号、第４,７５４,０６５号
および第４,６８３,２０２号、並びに、PCR: The Polymerase Chain Reaction, Mullis e
t al. eds., Birkauswer Press, Boston, 1994に記載されている。
【０２２５】
　ＲＮＡは、適切なベクター中の単離したＤＮＡを使用し、それを好適な宿主細胞に挿入
することによって得ることができる。細胞が複製され、ＤＮＡがＲＮＡに転写されたら、
当業者に周知の方法、例えば、前出の Sambrook et al., 1989 に記載されている方法を
用いて、ＲＮＡを単離できる。
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【０２２６】
　好適なクローニングベクターは、標準的な技法に従って構築してもよいし、当分野で入
手可能な多数のクローニングベクターから選択してもよい。選択されるクローニングベク
ターは、使用を意図する宿主細胞に応じて変わり得るが、有用なクローニングベクターは
、一般に、自己複製能を有し、特定の制限エンドヌクレアーゼの標的を１つ有し得、かつ
／または、ベクターを含有するクローンの選択に用いることができるマーカーの遺伝子を
保持し得る。好適な例には、プラスミドおよび細菌ウイルス、例えば、ｐＵＣ１８、ｐＵ
Ｃ１９、Bluescript（例えば、ｐＢＳ ＳＫ＋）およびその誘導体、ｍｐ１８、ｍｐ１９
、ｐＢＲ３２２、ｐＭＢ９、ＣｏｌＥ１、ｐＣＲ１、ＲＰ４、ファージＤＮＡ、並びにｐ
ＳＡ３およびｐＡＴ２８などのシャトルベクターが挙げられる。これらおよび多くの他の
クローニングベクターは、BioRad、Strategene および Invitrogenなどの商業的供給業者
から入手可能である。
【０２２７】
　発現ベクターは、一般に、本発明によるポリヌクレオチドを含有する複製可能なポリヌ
クレオチドコンストラクトである。発現ベクターは、エピソームとしてまたは染色体ＤＮ
Ａの構成部分として宿主細胞中で複製可能でなければならないことが示唆される。好適な
発現ベクターには、プラスミド、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス
を含むウイルスベクター、コスミドおよびＰＣＴ公開第ＷＯ８７／０４４６２号に記載の
発現ベクターが挙げられるが、これらに限定されない。ベクター構成要素は、一般に、シ
グナル配列、複製起点、１つまたはそれ以上のマーカー遺伝子、好適な転写調節エレメン
ト（プロモーター、エンハンサーおよびターミネーターなど）のうちの１つまたはそれ以
上を含み得るが、これらに限定されない。発現（即ち、翻訳）には、リボソーム結合部位
、翻訳開始部位および終止コドンなどの１つまたはそれ以上の翻訳制御エレメントも通常
必要である。
【０２２８】
　目的のポリヌクレオチドを含有するベクターは、エレクトロポレーション、塩化カルシ
ウム、塩化ルビジウム、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥデキストランまたは他の物質を用い
るトランスフェクション、微粒子銃、リポフェクションおよび感染（例えば、ベクターが
ワクシニアウイルスなどの感染因子である場合）を含む、多数の適切な手段のいずれかに
よって、宿主細胞に導入できる。導入ベクターまたはポリヌクレオチドの選択は、多くの
場合、宿主細胞の特徴に依存する。
【０２２９】
　本発明はまた、本明細書に記載のポリヌクレオチドのいずれかを含む宿主細胞を提供す
る。目的の抗体、ポリペプチドまたはタンパク質をコードしている遺伝子を単離するため
に、異種ＤＮＡを過剰発現できる任意の宿主細胞を使用できる。哺乳動物の宿主細胞の非
限定的な例には、ＣＯＳ、ＨｅＬａおよびＣＨＯ細胞が含まれるが、これらに限定されな
い。ＰＣＴ公開第ＷＯ８７／０４４６２号も参照。好適な非哺乳動物の宿主細胞には、原
核生物（大腸菌または枯草菌など）および酵母菌（出芽酵母、分裂酵母またはＫ.ラクチ
スなど）が挙げられる。好ましくは、宿主細胞は、宿主細胞中に対応する内在性抗体また
は目的のタンパク質が存在するならば、それよりも約５倍以上、より好ましくは１０倍以
上、さらにより好ましくは２０倍以上のレベルでｃＤＮＡを発現する。ＥＧＦＲｖＩＩＩ
への特異的結合に関する宿主細胞のスクリーニングは、イムノアッセイまたはＦＡＣＳに
よって行われる。目的の抗体またはタンパク質を過剰発現する細胞を同定できる。
【０２３０】
ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体コンジュゲート
　本発明はまた、本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体のコンジュゲート（またはイム
ノコンジュゲート）を提供し、ここで、抗体は、標的化された免疫療法のための作用物質
（例えば、細胞傷害性物質）と直接的に、またはリンカーを介して間接的に、コンジュゲ
ートされている（例えば、抗体－薬物コンジュゲート）。例えば、細胞傷害性物質部分の
腫瘍（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する腫瘍）への標的化された局所的送達のために
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、細胞傷害性物質が、本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体に連結またはコンジュゲー
トされ得る。
【０２３１】
　細胞傷害性物質または他の治療剤を抗体にコンジュゲートする方法は、様々な刊行物に
記載されてきた。例えば、リジン側鎖のアミンを介して、または、コンジュゲーション反
応が起こるように鎖間のジスルフィド結合を還元することにより活性化されたシステイン
のスルフヒドリル基を介して、抗体に化学的修飾を成し得る。例えば、 Tanaka et al., 
FEBS Letters 579:2092-2096, 2005, および Gentle et al., Bioconjugate Chem. 15:65
8-663, 2004 参照。所定の化学量論で特定の薬物コンジュゲーションのために抗体の特定
の部位に加工された反応性システイン残基も、記載されてきた。例えば、 Junutula et a
l., Nature Biotechnology, 26:925-932, 2008 参照。アシル供与体であるグルタミンを
含有するタグまたは反応性にされた内在性グルタミン（即ち、アシル供与体として共有結
合を形成する能力）を使用する、トランスグルタミナーゼおよびアミン（例えば、反応性
アミンを含むか、それに結合した細胞傷害性物質）の存在下におけるポリペプチドエンジ
ニアリングによるコンジュゲーションは、国際出願ＷＯ２０１２／０５９８８２およびＷ
Ｏ２０１５０１５４４８にも記載されている。
【０２３２】
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体またはコンジュゲー
トは、抗体の特定の部位（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体のカルボキシル末端、アミノ末
端または他の部位）に設計されたアシル供与体であるグルタミンを含有するタグを含む。
いくつかの実施態様では、タグは、アミノ酸グルタミン（Ｑ）またはアミノ酸配列ＬＱＧ
、ＬＬＱＧＧ（配列番号２５８）、ＬＬＱＧ（配列番号２５９）、ＬＳＬＳＱＧ（配列番
号２６０）、ＧＧＧＬＬＱＧＧ（配列番号２６１）、ＧＬＬＱＧ（配列番号２６２）、Ｌ
ＬＱ、ＧＳＰＬＡＱＳＨＧＧ（配列番号２６３）、ＧＬＬＱＧＧＧ（配列番号２６４）、
ＧＬＬＱＧＧ（配列番号２６５）、ＧＬＬＱ（配列番号２６６）、ＬＬＱＬＬＱＧＡ（配
列番号２６７）、ＬＬＱＧＡ（配列番号２６８）、ＬＬＱＹＱＧＡ（配列番号２６９）、
ＬＬＱＧＳＧ（配列番号２７０）、ＬＬＱＹＱＧ（配列番号２７１）、ＬＬＱＬＬＱＧ（
配列番号２７２）、ＳＬＬＱＧ（配列番号２７３）、ＬＬＱＬＱ（配列番号２７４）、Ｌ
ＬＱＬＬＱ（配列番号２７５）、ＬＬＱＧＲ（配列番号２７６）、ＬＬＱＧＰＰ（配列番
号２７７）、ＬＬＱＧＰＡ（配列番号２７８）、ＧＧＬＬＱＧＰＰ（配列番号２７９）、
ＧＧＬＬＱＧＡ（配列番号２８０）、ＬＬＱＧＰＧＫ（配列番号２８１）、ＬＬＱＧＰＧ
（配列番号２８２）、ＬＬＱＧＰ（配列番号２８３）、ＬＬＱＰ（配列番号２８４）、Ｌ
ＬＱＰＧＫ（配列番号２８５）、ＬＬＱＡＰＧＫ（配列番号２８６）、ＬＬＱＧＡＰＧ（
配列番号２８７）、ＬＬＱＧＡＰ（配列番号２８８）、およびＬＬＱＬＱＧ（配列番号２
８９）を含む。
【０２３３】
　アシル供与体であるグルタミンを含有するタグおよび抗体の位置２２２、３４０または
３７０（ＥＵナンバリングスキーム）でのアミノ酸修飾を含み、修飾がアミノ酸欠損、挿
入、置換、変異またはこれらの任意の組合せである、単離された抗体も提供される。いく
つかの実施態様では、アミノ酸修飾は、リジンからアルギニンへの置換である（例えば、
Ｋ２２２Ｒ、Ｋ３４０ＲまたはＫ３７０Ｒ）。
【０２３４】
　本発明のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体にコンジュゲートできる作用物質には、細胞傷害性物質
、免疫調節性、イメージング剤、治療的タンパク質、バイオポリマーまたはオリゴヌクレ
オチドが含まれるが、これらに限定されない。
【０２３５】
　細胞傷害性物質の例には、アントラサイクリン、オーリスタチン、ドラスタチン、コン
ブレタスタチン、デュオカルマイシン、ピロロベンゾジアゼピン二量体、インドリノ－ベ
ンゾジアゼピン二量体、エンジイン、ゲルダナマイシン、メイタンシン、ピューロマイシ
ン、タキサン、ビンカアルカロイド、カンプトテシン、チューブリシン、ヘミアステリン
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、スプライセオスタチン、プラジエノライド、および、それらの立体異性体、アイソスタ
ー、類似体または誘導体が含まれるが、これらに限定されない。
【０２３６】
　アントラサイクリンは、ストレプトマイセス属の細菌に由来し、白血病、リンパ腫、乳
癌、子宮癌、卵巣癌および肺癌などの広範ながんの処置に使用されてきた。例示的なアン
トラサイクリンには、ダウノルビシン、ドキソルビシン（即ち、アドリアマイシン）、エ
ピルビシン、イダルビシン、バルルビシンおよびミトキサントロンが含まれるが、これら
に限定されない。
【０２３７】
　ドラスタチン並びにそれらのペプチド類似体および誘導体のオーリスタチンは、抗癌お
よび抗真菌活性を有すると示された、非常に強力な抗有糸分裂剤である。例えば、米国特
許第5,663,149 号およびPettit et al., Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965,
 1998 参照。例示的なドラスタチンおよびオーリスタチンには、ドラスタチン１０、オー
リスタチンＥ、オーリスタチンＥＢ（ＡＥＢ）、オーリスタチンＥＦＰ（ＡＥＦＰ）、Ｍ
ＭＡＤ（モノメチルオーリスタチンＤまたはモノメチルドラスタチン１０）、ＭＭＡＦ（
モノメチルオーリスタチンＦまたはＮ－メチルバリン－バリン－ドライソロイシン－ドラ
プロイン－フェニルアラニン）、ＭＭＡＥ（モノメチルオーリスタチンＥまたはＮ－メチ
ルバリン－バリン－ドライソロイシン－ドラプロイン－ノルエフェドリン）、５－ベンゾ
イル吉草酸－ＡＥエステル（ＡＥＶＢ）および他の新規オーリスタチン（米国特許公開番
号２０１３／０１２９７５３に記載のものなど）が含まれるが、これらに限定されない。
いくつかの実施態様では、オーリスタチンは、以下の構造

【化１１】

を有する０１０１（２－メチルアラニル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－３－メトキシ－１
－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソ－３－｛
［（１Ｓ）－２－フェニル－１－（１,３－チアゾール－２－イル）エチル］アミノ｝プ
ロピル］ピロリジン－１－イル｝－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル］－Ｎ－
メチル－Ｌ－バリンアミド）である。
【０２３８】
　いくつかの実施態様では、オーリスタチンは、以下の構造：
【化１２】

を有する３３７７（Ｎ,２－ジメチルアラニル－Ｎ－｛（１Ｓ,２Ｒ）－４－｛（２Ｓ）－
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２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－｛［（１Ｓ）－１－カルボキシル－２－フェニルエチル］ア
ミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル］ピロリジン－１－イル｝－２
－メトキシ－１－［（１Ｓ）－１－メチルプロピル］－４－オキソブチル｝－Ｎ－メチル
－Ｌ－バリンアミド）である。
【０２３９】
　いくつかの実施態様では、オーリスタチンは、以下の構造：
【化１３】

を有する０１３１－ＯＭｅ（Ｎ,２－ジメチルアラニル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－３
－メトキシ－１－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－１－メトキシ－３－｛［（２Ｓ）
－１－メトキシ－１－オキソ－３－フェニルプロパン－２－イル］アミノ｝－２－メチル
－３－オキソプロピル］ピロリジン－１－イル｝－５－メチル－１－オキソヘプタン－４
－イル］－Ｎ－メチルＬ－バリンアミド）である。
【０２４０】
　他の実施態様では、オーリスタチンは、以下の構造：
【化１４】

を有する０１３１（２－メチル－Ｌ－プロリル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－１－｛（２
Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－｛［（１Ｓ）－１－カルボキシ－２－フェニルエチル
］アミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル］ピロリジン－１－イル｝
－３－メトキシ－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル］－Ｎ－メチル－Ｌ－バリ
ンアミド）である。
【０２４１】
　他の実施態様では、オーリスタチンは、以下の構造：
【化１５】

を有する０１２１（２－メチル－Ｌ－プロリル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－１－｛（２
Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－｛［（２Ｓ）－１－メトキシ－１－オキソ－３－フェ
ニルプロパン－２－イル］アミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル］
ピロリジン－１－イル｝－３－メトキシ－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル］
－Ｎ－メチル－Ｌ－バリンアミド）である。
【０２４２】
　カンプトテシンは、酵素トポイソメラーゼＩを阻害する細胞傷害性キノリンアルカロイ
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ドである。カンプトテシンおよびその誘導体の例には、トポテカンおよびイリノテカン、
並びにＳＮ－３８などのそれらの代謝物が含まれるが、これらに限定されない。
【０２４３】
　コンブレタスタチンは、腫瘍における血管破壊特性を有する天然フェノールである。例
示的なコンブレタスタチンおよびそれらの誘導体には、コンブレタスタチンＡ－４（ＣＡ
－４）およびオムブラブリンが含まれるが、これらに限定されない。
【０２４４】
　デュオカルマイシンおよびＣＣ－１０６５は、細胞傷害性の能力を有するＤＮＡアルキ
ル化剤である。Boger and Johnson、PNAS 92：3642-3649（1995）参照。例示的なデュオ
カルマイシンおよびＣＣ－１０６５には、（＋）－デュオカルマイシンＡおよび（＋）－
デュオカルマイシンＳＡ、（＋）－ＣＣ－１０６５、および、国際出願ＰＣＴ／ＩＢ２０
１５／０５０２８０に開示される化合物（構造：
【化１６】

を有するＮ～２～－アセチル－Ｌ－リジル－Ｌ－バリル－Ｎ～５～－カルバモイル－Ｎ－
［４－（｛［（２－｛［（｛（１Ｓ）－１－（クロロメチル）－３－［（５－｛［（１Ｓ
）－１－（クロロメチル）－５－（ホスホノオキシ）－１,２－ジヒドロ－３Ｈ－ベンゾ
［ｅ］インドール－３－イル］カルボニル｝チオフェン－２－イル）カルボニル］－２,
３－ジヒドロ－１Ｈ－ベンゾ［ｅ］インドール－５－イル｝オキシ）カルボニル］（メチ
ル）アミノ｝エチル）（メチル）カルバモイル］オキシ｝メチル）フェニル］－Ｌ－オル
ニチンアミド、構造：
【化１７】
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を有するＮ～２～－アセチル－Ｌ－リジル－Ｌ－バリル－Ｎ～５～－カルバモイル－Ｎ－
［４－（｛［（２－｛［（｛（８Ｓ）－８－（クロロメチル）－６－［（３－｛［（１Ｓ
）－１－（クロロメチル）－８－メチル－５－（ホスホノオキシ）－１,６－ジヒドロピ
ロロ［３,２－ｅ］インドール－３（２Ｈ）－イル］カルボニル｝ビシクロ［１.１.１］
ペンタ－１－イル）カルボニル］－１－メチル－３,６,７,８－テトラヒドロピロロ［３,
２－ｅ］インドール－４－イル｝オキシ）カルボニル］（メチル）アミノ｝エチル）（メ
チル）カルバモイル］オキシ｝メチル）フェニル］－Ｌ－オルニチンアミド、構造：
【化１８】

を有するＮ～２～－アセチル－Ｌ－リジル－Ｌ－バリル－Ｎ～５～－カルバモイル－Ｎ－
［４－（｛［（２－｛［（｛（８Ｓ）－８－（クロロメチル）－６－［（４－｛［（１Ｓ
）－１－（クロロメチル）－８－メチル－５－（ホスホノオキシ）－１,６－ジヒドロピ
ロロ［３,２－ｅ］インドール－３（２Ｈ）－イル］カルボニル｝ペンタシクロ［４.２.
０.０～２,５～.０～３,８～.０～４,７～］オクタ－１－イル）カルボニル］－１－メチ
ル－３,６,７,８－テトラヒドロピロロ［３,２－ｅ］インドール－４－イル｝オキシ）カ
ルボニル］（メチル）アミノ｝エチル）（メチル）カルバモイル］オキシ｝メチル）フェ
ニル］－Ｌ－オルニチンアミドが含まれるが、これらに限定されない）が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【０２４５】
　エンジインは、９員および１０員環またはコンジュゲートした三重－二重－三重結合の
環系の存在を特徴とする抗腫瘍性細菌産物のクラスである。例示的なエンジインには、カ
リケアマイシン、エスペラマイシン、ウンシアラマイシン（uncialamicin）、ジネマイシ
ン（dynemicin）、およびそれらの誘導体が含まれるが、これらに限定されない。
【０２４６】
　ゲルダナマイシンは、Ｈｓｐ９０（熱ショックタンパク質９０）に結合するベンゾキノ
ンアンサマイシン抗生物質であり、抗腫瘍薬として使用されている。例示的なゲルダナマ
イシンには、１７－ＡＡＧ（１７－Ｎ－アリルアミノ－１７－デメトキシゲルダナマイシ
ン）および１７－ＤＭＡＧ（１７－ジメチルアミノエチルアミノ－１７－デメトキシゲル
ダナマイシン）が含まれるが、これらに限定されない。－
【０２４７】
　ヘミアステリンおよびその類似体（例えば、ＨＴＩ－２８６）は、チューブリンに結合
し、正常な微小管力学を崩壊させ、化学量論量で、微小管を脱重合する。 
【０２４８】
　メイタンシンまたはその誘導体であるメイタンシノイドは、チューブリンの重合を阻害
して有糸分裂の際の微小管形成を阻害することにより、細胞増殖を抑制する。Remillard 
et al., Science 189:1002-1005, 1975 参照。例示的なメイタンシンおよびメイタンシノ
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イドには、メルタンシン（mertansine）（ＤＭ１）およびその誘導体、並びにアンサマイ
トシン（ansamitocin）が含まれるが、これらに限定されない。
【０２４９】
　ピロロベンゾジアゼピン二量体（ＰＢＤ）およびインドリノ－ベンゾジアゼピン二量体
（ＩＧＮ）は、二重鎖のＤＮＡに結合する、１つまたはそれ以上のイミン官能基を含んで
いる抗腫瘍剤またはその同等物である。ＰＢＤおよびＩＧＮ分子は、天然産物アトラマイ
シンをベースとし、配列選択的に、プリン－グアニン－プリン配列を優先して、ＤＮＡと
相互作用する。例示的なＰＢＤおよびその類似体には、ＳＪＧ－１３６が含まれるが、こ
れに限定されない。
【０２５０】
　スプリセオスタチンおよびプラジエノライドは、スプライシングを阻害し、スプライセ
オソームＳＦ３ｂと相互作用する抗腫瘍化合物である。スプリセオスタチンの例には、ス
プリセオスタチンＡ、ＦＲ９０１４６４、および、
【化１９】

の構造を有する（２Ｓ,３Ｚ）－５－｛［（２Ｒ,３Ｒ,５Ｓ,６Ｓ）－６－｛（２Ｅ,４Ｅ
）－５－［（３Ｒ,４Ｒ,５Ｒ,７Ｓ）－７－（２－ヒドラジニル－２－オキソエチル）－
４－ヒドロキシ－１,６－ジオキサスピロ［２.５］オクタ－５－イル］－３－メチルペン
タ－２,４－ジエン－１－イル｝－２,５－ジメチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イ
ル］アミノ｝－５－オキソペンタ－３－エン－２－イルアセテートが含まれるが、これら
に限定されない。プラジエノライドの例には、プラジエノライドＢ、プラジエノライドＤ
、またはＥ７１０７が含まれるが、これらに限定されない。
【０２５１】
　タキサンは、抗チューブリン剤または有糸分裂阻害剤として作用するジテルペンである
。例示的なタキサンには、パクリタキセル（例えば、TAXOL（登録商標））、およびドセ
タキセル（TAXOTERE（登録商標））が含まれるが、これらに限定されない。
【０２５２】
　チューブリシン（tubulysin）は、微小管を脱重合し、有糸分裂停止を誘導することが
示された、粘液細菌の系統から単離された天然産物である。例示的なチューブリシンには
、チューブリシンＡ、チューブリシンＢおよびチューブリシンＤが含まれるが、これらに
限定されない。
【０２５３】
　ビンカアルカロイドも、抗チューブリン剤である。例示的なビンカアルカロイドには、
ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビンデシン、およびビノレルビンが含まれるが、これ
らに限定されない。
【０２５４】
　従って、いくつかの実施態様では、細胞傷害性物質は、ＭＭＡＤ（モノメチルオーリス
タチンＤ）、０１０１（２－メチルアラニル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－３－メトキシ
－１－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソ－３
－｛［（１Ｓ）－２－フェニル－１－（１,３－チアゾール－２－イル）エチル］アミノ
｝プロピル］ピロリジン－１－イル｝－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル］－
Ｎ－メチル－Ｌ－バリンアミド）、３３７７（Ｎ,２－ジメチルアラニル－Ｎ－｛（１Ｓ,
２Ｒ）－４－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－｛［（１Ｓ）－１－カルボキシル
－２－フェニルエチル］アミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル］ピ
ロリジン－１－イル｝－２－メトキシ－１－［（１Ｓ）－１－メチルプロピル］－４－オ
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キソブチル｝－Ｎ－メチル－Ｌ－バリンアミド）、０１３１（２－メチル－Ｌ－プロリル
－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－１－｛（２Ｓ）－２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－｛［（１Ｓ
）－１－カルボキシ－２－フェニルエチル］アミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－
オキソプロピル］ピロリジン－１－イル｝－３－メトキシ－５－メチル－１－オキソヘプ
タン－４－イル］－Ｎ－メチル－Ｌ－バリンアミド）、０１３１－ＯＭｅ（Ｎ,２－ジメ
チルアラニル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－３－メトキシ－１－｛（２Ｓ）－２－［（１
Ｒ,２Ｒ）－１－メトキシ－３－｛［（２Ｓ）－１－メトキシ－１－オキソ－３－フェニ
ルプロパン－２－イル］アミノ｝－２－メチル－３－オキソプロピル］ピロリジン－１－
イル｝－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル］－Ｎ－メチルＬ－バリンアミド）
、０１２１（２－メチル－Ｌ－プロリル－Ｎ－［（３Ｒ,４Ｓ,５Ｓ）－１－｛（２Ｓ）－
２－［（１Ｒ,２Ｒ）－３－｛［（２Ｓ）－１－メトキシ－１－オキソ－３－フェニルプ
ロパン－２－イル］アミノ｝－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル］ピロリ
ジン－１－イル｝－３－メトキシ－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル］－Ｎ－
メチル－Ｌ－バリンアミド）、および、（２Ｓ,３Ｚ）－５－｛［（２Ｒ,３Ｒ,５Ｓ,６Ｓ
）－６－｛（２Ｅ,４Ｅ）－５－［（３Ｒ,４Ｒ,５Ｒ,７Ｓ）－７－（２－ヒドラジニル－
２－オキソエチル）－４－ヒドロキシ－１,６－ジオキサスピロ［２.５］オクタ－５－イ
ル］－３－メチルペンタ－２,４－ジエン－１－イル｝－２,５－ジメチルテトラヒドロ－
２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝－５－オキソペンタ－３－エン－２－イルアセテート
からなる群から選択される。
【０２５５】
　いくつかの実施態様では、作用物質は免疫調節剤である。免疫調節剤の例には、ガンシ
クロビル、エタネルセプト、タクロリムス、シロリムス、ボクロスポリン、シクロスポリ
ン、ラパマイシン、シクロホスファミド、アザチオプリン、ミコフェノール酸モフェチル
、メトトレキセート、糖質コルチコイドおよびその類似体、サイトカイン、幹細胞増殖因
子、リンホトキシン、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、造血因子、インターロイキン（例えば、
インターロイキン－１（ＩＬ－１）、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ
－１２、ＩＬ－１８、およびＩＬ－２１）、コロニー刺激因子（例えば、顆粒球－コロニ
ー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）および顆粒球マクロファージ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳ
Ｆ））、インターフェロン（例えば、インターフェロン－α、－β、および－γ）、「Ｓ
１因子」と呼ばれる幹細胞増殖因子、エリスロポエチン、並びにトロンボポエチン、また
はこれらの組合せが含まれるが、これらに限定されない。
【０２５６】
　いくつかの実施態様では、作用物質の部分は、イメージング剤（例えば、フルオロフォ
アまたはキレート剤）、例えば、フルオレセイン、ローダミン、ランタニド蛍光体、およ
びそれらの誘導体、または、キレート剤に結合した放射性同位元素である。フルオロフォ
アの例には、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）（例えば、５－ＦＩＴＣ）
、フルオレセインアミダイト（ＦＡＭ）（例えば、５－ＦＡＭ）、エオシン、カルボキシ
フルオレセイン、エリトロシン、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（登録商標）（例えば、Ａｌｅｘ
ａ３５０、４０５、４３０、４８８、５００、５１４、５３２、５４６、５５５、５６８
、５９４、６１０、６３３、６４７、６６０、６８０、７００、または７５０）、カルボ
キシテトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）（例えば、５－ＴＡＭＲＡ）、テトラメチル
ローダミン（ＴＭＲ）、およびスルホローダミン（ＳＲ）（例えば、ＳＲ１０１）が含ま
れるが、これらに限定されない。キレート剤の例には、１,４,７,１０－テトラアザシク
ロドデカン－Ｎ,Ｎ',Ｎ'',Ｎ'''－テトラ酢酸（ＤＯＴＡ）、１,４,７－トリアザシクロ
ノナン－１,４,７－トリ酢酸（ＮＯＴＡ）、１,４,７－トリアザシクロノナン,１－グル
タル酸－４,７－酢酸（デフェロキサミン）、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）
、および、１,２－ビス（ｏ－アミノフェノキシ）エタン－Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ'－テトラ酢酸）
（ＢＡＰＴＡ）が含まれるが、これらに限定されない。
【０２５７】
　いくつかの実施態様では、治療用もしくは診断用放射性同位体または他の標識（例えば
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、ＰＥＴもしくはＳＰＥＣＴ標識）を、本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体へのコン
ジュゲーションのために作用物質中に組み込むことができる。放射性同位体または他の標
識の例には、３Ｈ、１１Ｃ、１３Ｎ、１４Ｃ、１５Ｎ、１５Ｏ、３５Ｓ、１８Ｆ、３２Ｐ
、３３Ｐ、４７Ｓｃ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、
６７Ｃｕ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、７５Ｓｅ、７６Ｂｒ、７７Ｂｒ、８６Ｙ、８９Ｚｒ、９

０Ｙ、９４Ｔｃ、９５Ｒｕ、９７Ｒｕ、９９Ｔｃ、１０３Ｒｕ、１０５Ｒｈ、１０５Ｒｕ
、１０７Ｈｇ、１０９Ｐｄ、１１１Ａｇ、１１１Ｉｎ、１１３Ｉｎ、１２１Ｔｅ、１２２

Ｔｅ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１２５Ｔｅ、１２６Ｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、
１３３Ｉ、１４２Ｐｒ、１４３Ｐｒ、１５３Ｐｂ、１５３Ｓｍ、１６１Ｔｂ、１６５Ｔｍ
、１６６Ｄｙ、１６６Ｈ、１６７Ｔｍ、１６８Ｔｍ、１６９Ｙｂ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒ
ｅ、１８８Ｒｅ、１８９Ｒｅ、１９７Ｐｔ、１９８Ａｕ、１９９Ａｕ、２０１Ｔｌ、２０

３Ｈｇ、２１１Ａｔ、２１２Ｂｉ、２１２Ｐｂ、２１３Ｂｉ、２２３Ｒａ、２２４Ａｃま
たは２２５Ａｃが含まれるが、これらに限定されない。
【０２５８】
　いくつかの実施態様では、作用物質は、毒素、ホルモン、酵素、および増殖因子を含む
がこれらに限定されない治療用タンパク質である。
【０２５９】
　毒素タンパク質（またはポリペプチド）の例には、ジフテリア（例えば、ジフテリアＡ
鎖）、シュードモナス外毒素およびエンドトキシン、リシン（例えば、リシンＡ鎖）、ア
ブリン（例えば、アブリンＡ鎖）、モデッシン（例えば、モデッシンＡ鎖）、α－サルシ
ン、アレウリテス・フォルジ（Aleurites fordii）タンパク質、ジアンチンタンパク質、
リボヌクレアーゼ（ＲＮａｓｅ）、ＤＮａｓｅ Ｉ、ブドウ球菌エンテロトキシン－Ａ、
ヨウシュヤマゴボウ抗ウイルス剤タンパク質、ゲロニン、ジフテリア毒素、フィトラカ・
アメリカナ（Phytolaca americana）タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ
－Ｓ）、ツルレイシ（momordica charantia）阻害剤、クルシン、クロチン、サパオナリ
ア・オフィシナリス（sapaonaria officinalis）阻害剤、ミトゲリン、レストリクトシン
、フェノマイシン、エノマイシン、トリコテセン、阻害剤シスチンノット（ＩＣＫ）ペプ
チド（例えば、セラトトキシン）、並びにコノトキシン（例えば、ＫＩＩＩＡまたはＳｍ
ＩＩＩａ）が含まれるが、これらに限定されない。
【０２６０】
　いくつかの実施態様では、作用物質は生体適合性ポリマーである。本明細書に記載のＥ
ＧＦＲｖＩＩＩ抗体を生体適合性ポリマーにコンジュゲートさせて、血清半減期および生
物活性を増大させ、かつ／またはインビボの半減期を延長できる。生体適合性ポリマーの
例には、水溶性ポリマー、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）またはその誘導体
など、および双性イオン含有生体適合性ポリマー（例えば、ホスホリルコリン含有ポリマ
ー）が含まれる。
【０２６１】
　いくつかの実施態様では、作用物質は、アンチセンスオリゴヌクレオチドなどのオリゴ
ヌクレオチドである。
【０２６２】
　別の態様では、本発明は、式：抗体－（アシル供与体であるグルタミンを含有するタグ
）－（リンカー）－（細胞傷害剤）を含む、本明細書に記載の抗体のコンジュゲートを提
供する。
【０２６３】
　１つまたはそれ以上の反応性アミンを含むリンカーの例には、Ａｃ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（
アセチル－リジン－グリシン）、アミノカプロン酸、Ａｃ－Ｌｙｓ－β－Ａｌａ（アセチ
ル－リジン－β－アラニン）、アミノ－ＰＥＧ２（ポリエチレングリコール）－Ｃ２、ア
ミノ－ＰＥＧ３－Ｃ２、アミノ－ＰＥＧ６－Ｃ２（またはアミノＰＥＧ６－プロピオニル
）、Ａｃ－Ｌｙｓ－Ｖａｌ－Ｃｉｔ－ＰＡＢＣ（アセチル－リジン－バリン－シトルリン
－ｐ－アミノベンジルオキシカルボニル）、アミノ－ＰＥＧ６－Ｃ２－Ｖａｌ－Ｃｉｔ－
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ＰＡＢＣ、アミノカプロイル－Ｖａｌ－Ｃｉｔ－ＰＡＢＣ、［（３Ｒ,５Ｒ）－１－｛３
－［２－（２－アミノエトキシ）エトキシ］プロパノイル｝ピペリジン－３,５－ジイル
］ビス－Ｖａｌ－Ｃｉｔ－ＰＡＢＣ、［（３Ｓ,５Ｓ）－１－｛３－［２－（２－アミノ
エトキシ）エトキシ］プロパノイル｝ピペリジン－３,５－ジイル］ビス－Ｖａｌ－Ｃｉ
ｔ－ＰＡＢＣ、プトレシンまたはＡｃ－Ｌｙｓ－プトレシンが含まれるが、これらに限定
されない。
【０２６４】
ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体およびこれらの抗体コンジュゲートを使用する方法
　本発明の抗体および抗体コンジュゲートは、治療的処置方法および診断的処置方法を含
むがこれらに限定されない、様々な用途で有用である。
【０２６５】
　上記の方法により得られる抗体（例えば、単一特異性および二重特異性）および抗体コ
ンジュゲートは、医薬として使用できる。いくつかの実施態様では、そのような医薬は、
固形腫瘍および液性腫瘍を含むがんの処置に使用できる。いくつかの実施態様では、がん
は、神経膠芽腫（例えば、多形神経膠芽腫）、退形成星状細胞腫、巨細胞膠芽腫、膠肉腫
、退形成乏突起神経膠腫、退形成上衣腫、退形成乏突起星細胞腫、脈絡叢癌腫、退形成神
経節膠腫、松果体芽腫、松果体細胞腫、髄膜腫、髄上皮腫、上衣芽腫、髄芽腫、テント上
原始神経外胚葉性腫瘍、非定型奇形腫／ラブドイド腫瘍、混合膠腫、頭頸部癌、非小細胞
肺癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、髄芽腫、結腸直腸癌、肛門癌、子宮頸癌、腎臓癌、皮膚
癌、膵臓癌、肝臓癌、膀胱癌、胃癌、甲状腺癌、中皮腫、子宮癌、リンパ腫または白血病
を含むがこれらに限定されない、ＥＧＦＲｖＩＩＩに関連するがんである。
【０２６６】
　いくつかの実施態様では、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する悪性細胞を有する対象において
、腫瘍の増殖または進行を阻害する方法が提供され、その方法は、それを必要としている
対象に有効量の本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体またはＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体コン
ジュゲートを含む組成物を投与することを含む。他の実施態様では、対象においてＥＧＦ
ＲｖＩＩＩを発現している細胞の転移を阻害する方法が提供され、その方法は、それを必
要としている対象に有効量の本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体またはＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ抗体コンジュゲートを含む組成物を投与することを含む。他の実施態様では、対象の
悪性細胞における腫瘍退縮を誘導する方法が提供され、その方法は、それを必要としてい
る対象に有効量の本明細書に記載のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体またはＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体コ
ンジュゲートを含む組成物を投与することを含む。
【０２６７】
　いくつかの実施態様では、本発明の抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）また
は抗体コンジュゲートは、それを必要としている患者においてがんを処置するための医薬
の製造において使用できる。
【０２６８】
　いくつかの実施態様では、この処置を、抗体療法、化学療法、サイトカイン療法、標的
化療法、ワクチン療法、樹状細胞療法、遺伝子療法、ホルモン療法、外科的切除、レーザ
ー光療法および放射線療法の群から選択される１つまたはそれ以上のがんに対する療法と
組み合わせることができる。例えば、本発明の抗体（単一特異性または二重特異性）また
は抗体コンジュゲートを、１）標準治療、例えば、放射線、外科的切除、化学療法（例え
ば、テモゾロマイド、プロカルバジン、カルムスチン、ロムスチン、ビンクリスチンなど
）、抗体療法、例えば、ベバシズマブ、抗血管新生療法、および／または、腫瘍治療電場
；２）ワクチン、例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩワクチン；３）標的化療法、例えば、キナー
ゼ阻害剤（例えばエベロリムス）；および４）免疫療法（抗－ＰＤ－１、抗－ＰＤ－Ｌ１
、抗－ＰＤ－Ｌ２、抗－４１ＢＢ、抗－ＴＩＭ３、抗－ＬＡＧ３、抗－ＴＩＧＩＴ、抗－
ＯＸ４０、抗－ＨＶＥＭ、抗－ＢＴＬＡ、抗－ＣＤ４０、抗－ＣＤ４７、抗－ＣＳＦ１Ｒ
、抗－ＣＳＦ１、抗－ＭＡＲＣＯ、抗－ＩＬ８、抗－ＣＸＣＲ４および抗－ＣＴＬＡ４抗
体を含むがこれらに限定されない）と共に（例えば、前に、同時に、または後に）、患者
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に投与できる。
【０２６９】
　本発明の抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体コンジュゲートの投
与は、エアロゾル吸入、注射、経口摂取、輸注、留置または移植を含む、任意の簡便な方
法で実施し得る。本明細書に記載の組成物は、皮下、皮内、腫瘍内、頭蓋内、節内、髄内
、筋肉内で、静脈内もしくはまたはリンパ内注射により、または腹腔内で、患者に投与さ
れ得る。ある実施態様では、本発明のヘテロ多量体抗体組成物は、好ましくは静脈内注射
により投与される。
【０２７０】
　いくつかの実施態様では、抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体コ
ンジュゲートの投与は、例えば、約０.０１～約２０ｍｇ／ｋｇ体重（これらの範囲内の
すべての整数の値のｍｇ／ｋｇを含む）の投与を含み得る。いくつかの実施態様では、抗
体または抗体コンジュゲートの投与は、約０.１～１０ｍｇ／ｋｇ体重（これらの範囲内
のすべての整数の値のｍｇ／ｋｇを含む）の投与を含む。ヘテロ多量体抗体は、１回また
はそれ以上の投与回数で投与できる。いくつかの実施態様では、有効量の抗体または抗体
コンジュゲートを、単回投与で投与できる。いくつかの実施態様では、有効量の抗体を、
ある期間にわたり、１回より多い回数で投与できる。投与のタイミングは、担当医の判断
の範囲内であり、患者の臨床的状態に依存する。個々の要請は異なるが、特定の疾患また
は症状のための所定の抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体コンジュ
ゲートの有効量の最適範囲の決定は、当業者の技能の範囲内である。有効量は、治療的ま
たは予防的利益をもたらす量を意味する。投与される量は、齢、受容者の健康および体重
、併用する処置の種類（もしあれば）、処置の頻度および望まれる効果の性質によるであ
ろう。いくつかの実施態様では、ヘテロ多量体抗体またはそれらの抗体を含む組成物の有
効量は、非経口投与される。いくつかの実施態様では、投与は、静脈内投与であり得る。
いくつかの実施態様では、投与は、腫瘍内注射により直接的に行われ得る。
【０２７１】
　いくつかの実施態様では、本明細書で提供される抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体は、診断目
的で、例えば、試料（例えば、免疫組織化学アッセイにおいて）または患者におけるＥＧ
ＦＲｖＩＩＩタンパク質を同定するためのアッセイにおいて、使用し得る。
【０２７２】
組成物
　ある態様では、本発明は、本発明の抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）また
は抗体コンジュゲート、または上記のそれらの一部を、医薬的に許容し得る担体中に含む
医薬組成物を提供する。いくつかの実施態様では、本発明のポリペプチドは、中性の形態
（双性イオンの形態を含む）で、または、正もしくは負に荷電した化学種として、存在し
得る。いくつかの実施態様では、ポリペプチドは、対イオンと複合体化して、「医薬的に
許容し得る塩」（１つまたはそれ以上のポリペプチドおよび１つまたはそれ以上の医薬的
に許容し得る無機および塩基の酸および塩基に由来する対イオンを含む複合体を表す）を
形成してもよい。
【０２７３】
　抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体コンジュゲート、またはそれ
らの一部は、単独で、または、１つまたはそれ以上の他の本発明のポリペプチドと組み合
わせて、または、１つまたはそれ以上の他の薬物（または、それらの任意の組合せ）と組
み合わせて、投与し得る。従って、本発明の医薬組成物、方法および使用は、以下に詳述
する通り、他の有効成分との組合せの実施態様（共投与）も包含する。
【０２７４】
　本明細書で使用するとき、用語「共投与」、「共投与された」および「と組み合わせて
」は、本発明の抗体および１つまたはそれ以上の他の治療剤に言及して、（ｉ）処置を必
要とする患者への、本明細書で開示するヘテロ二量体と治療剤の組合せの同時投与（その
ような成分が、成分を該患者に対して実質的に同時に放出する単一剤形に一緒に製剤され
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る場合）、（ｉｉ）処置を必要とする患者への、本明細書で開示するヘテロ二量体と治療
剤の組合せの実質的な同時投与（そのような成分が、該患者によって実質的に同時に摂取
される別個の剤形に、互いに離れて製剤され、その結果、該成分が、該患者に対して実質
的に同時に放出される場合）、（ｉｉｉ）処置を必要とする患者への、本明細書で開示す
るヘテロ二量体と治療剤の組合せの順次投与（そのような成分が、該患者によって各投与
の間にかなりの間隔を置いて連続した時期に摂取される別個の剤形に、互いから離れて製
剤され、その結果、該成分が、該患者に対して、実質的に異なる時期に放出される場合）
、および（ｉｖ）処置を必要とする患者への、本明細書で開示するヘテロ二量体と治療剤
の組合せの順次投与（そのような成分が、該成分を制御された様式で放出する単一剤形に
一緒に製剤され、その結果、それらが、該患者に対して、同時および／または異なる時期
に、並行して、連続して、および／または、一部重複して放出される）を意味し、表し、
含み、各パートは、同じ経路または異なる経路のどちらによって投与してもよい。
【０２７５】
　一般に、本明細書で開示する抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体
コンジュゲート、またはそれらの一部は、１つまたはそれ以上の医薬的に許容し得る賦形
剤と共に、製剤として投与するのに適する。用語「賦形剤」は、本明細書では、本発明の
化合物以外の任意の成分を述べるのに使用する。賦形剤の選択は、特定の投与方式、溶解
性および安定性対する賦形剤の影響、剤形の性質などの要因に大きく依存する。本明細書
で使用するとき、「医薬的に許容し得る賦形剤」には、生理的に適合性のある任意かつす
べての溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤な
どが含まれる。医薬的に許容し得る賦形剤の一部の例は、水、食塩水、リン酸緩衝食塩水
、デキストロース、グリセロール、エタノールなど、並びにこれらの組合せである。多く
の場合、等張剤、例えば、糖、多価アルコール（マンニトール、ソルビトールなど）、ま
たは塩化ナトリウムが組成物に含まれることが好ましいであろう。医薬的に許容し得る物
質のさらなる例は、抗体の有効期間または有効性を高める、湿潤剤、または少量の補助物
質、例えば、湿潤もしくは乳化剤、保存剤または緩衝剤である。
【０２７６】
　本発明の医薬組成物およびその調製方法は、当業者には容易に明らかとなろう。そのよ
うな組成物およびその調製方法は、例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences, 19t
h Edition (Mack Publishing Company, 1995) で見ることができる。医薬組成物は、ＧＭ
Ｐ条件下で製造することが好ましい。
【０２７７】
　本発明の医薬組成物は、まとめて、単一単位用量として、または複数の単一単位用量と
して、調製、包装、または販売し得る。本明細書で使用するとき、「単位用量」とは、所
定の量の有効成分を含む、医薬組成物の個別の量である。有効成分の量は、一般に、対象
に投与されることになる有効成分の投薬量、または、例えば、そのような投薬量の２分の
１や３分の１などの、そのような投薬量の好都合な分数に等しい。ペプチド、タンパク質
または抗体を投与するための、当分野で受け入れられているいかなる方法も、本明細書で
開示するヘテロ二量体タンパク質およびそれらの一部に適切に用い得る。
【０２７８】
　本発明の医薬組成物は、典型的には、非経口投与に適する。本明細書で使用する場合、
医薬組成物の「非経口投与」には、対象の組織を物理的に突破し、組織における突破口を
介して医薬組成物が投与され、従って、一般に、血流中、筋肉中、または内臓に直接投与
される結果となることを特徴とする、任意の投与経路が含まれる。従って、非経口投与に
は、組成物の注射、外科的切開を経た組成物の適用、組織を貫通する非外科的創傷を介し
た組成物の適用などによる医薬組成物の投与が含まれるが、これらに限定されない。詳し
くは、非経口投与には、皮下、腹腔内、筋肉内、胸骨内、静脈内、動脈内、くも膜下腔内
、脳室内、尿道内、頭蓋内、滑液包内の注射または注入、および腎臓透析注入技術が含ま
れるが、これらに限定されないと企図される。好ましい実施態様には、静脈内または皮下
経路が含まれる。
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【０２７９】
　非経口投与に適する医薬組成物の製剤は、典型的には、滅菌水や等張性滅菌食塩水など
の医薬的に許容し得る担体と組み合わされた有効成分を一般に含む。このような製剤は、
ボーラス投与または継続的投与に適する形で、調製、包装、または販売できる。注射用製
剤は、アンプルや、保存剤を含有する多用量容器などの、単位剤形で調製、包装、または
販売できる。非経口投与用の製剤には、油性または水性ビヒクル中の懸濁液、溶液、乳濁
液、泥膏などが含まれるが、これらに限定されない。そのような製剤は、懸濁化剤、安定
剤、または分散剤を含むがこれらに限定されない、１種または複数の追加成分をさらに含
み得る。非経口投与用製剤のある実施態様では、有効成分は、適切なビヒクル（例えば、
発熱物質を含まない滅菌水）で再構成してから、再構成された組成物を非経口投与するた
めの、乾燥（即ち、粉末または顆粒）形態で提供される。非経口製剤には、塩、炭水化物
、（好ましくは３～９のｐＨにする）緩衝剤などの賦形剤を含有してよい水溶液も含まれ
るが、非経口製剤は、同じ用途について、非水性滅菌溶液として、または発熱物質を含ま
ない滅菌水などの適切なビヒクルと共に使用される乾燥形態として、より適切に製剤でき
る。例示的な非経口投与形態には、滅菌水溶液、例えば、プロピレングリコールまたはデ
キストロース水溶液中の溶液または懸濁液が含まれる。このような剤形は、所望により、
適切に緩衝剤処理してもよい。非経口投与可能な他の有用な製剤として、有効成分を、微
結晶の形で、またはリポソーム調製物中に含むものが挙げられる。非経口投与用の製剤は
、即時型および／または変更型の放出がなされるように製剤することもできる。変更型放
出製剤には、制御、遅延、持続、パルス、標的化、およびプログラム放出製剤が含まれる
。例えば、ある態様では、注射用滅菌溶液は、ヘテロ二量体タンパク質、例えば二重特異
性抗体を、必要に応じて、上で列挙した成分の１つまたは組合せと共に、適切な溶媒中に
必要な量で混ぜた後、濾過滅菌することにより調製できる。一般には、基礎分散媒と、上
で列挙したものからの必要な他の成分とを含有する滅菌ビヒクル中に、活性化合物を導入
することにより、分散液を調製する。注射用滅菌溶液を調製するための滅菌粉末の場合、
好ましい調製方法は、予め滅菌濾過されたその溶液から、有効成分と所望の任意の追加成
分からなる粉末が得られる、真空乾燥および凍結乾燥である。溶液の適正な流動度は、例
えば、レシチンなどのコーティング剤の使用、分散液の場合では必要な粒径の維持、およ
び界面活性剤の使用によって維持できる。注射用組成物の吸収の延長は、吸収を遅らせる
薬剤、例えば、モノステアリン酸塩およびゼラチンを組成物中に含めることにより実現で
きる。
【０２８０】
　例示的、非限定的な本発明の医薬組成物は、約５.０～約６.５の範囲のｐＨを有し、約
１ｍｇ／ｍＬ～約２００ｍｇ／ｍＬの本明細書に開示される抗体（例えば、単一特異性ま
たは二重特異性）または抗体コンジュゲート、約１ミリモル濃度～約１００ミリモル濃度
のヒスチジン緩衝液、約０.０１ｍｇ／ｍＬ～約１０ｍｇ／ｍＬのpolysorbate 80、約１
００ミリモル濃度～約４００ミリモル濃度のトレハロース、および、約０.０１ミリモル
濃度～約１.０ミリモル濃度のＥＤＴＡ二ナトリウム二水和物を含む滅菌水性溶液として
の製剤である。
【０２８１】
　投薬計画は、所望の最適な応答が得られるように調整できる。例えば、単一のボーラス
を投与してもよく、分割されたいくつかの用量を、時間をかけて投与してもよく、または
治療状況の緊急性に合わせて用量を増減してもよい。非経口組成物を投薬量単位形態で製
剤することは、投与しやすく、投薬量が一律になるので、特に有利である。本明細書で使
用する、投薬量単位形態とは、必要な医薬担体と共同して所望の治療効果を生じるように
計算された所定の量の活性化合物を各単位が含有する、処置を受ける患者／対象への単位
投薬量として適した物理的に別個の単位を指す。本発明の投薬量単位形態の仕様は、一般
に、（ａ）化学療法剤および達成される特定の治療または予防効果の独特な特性、および
（ｂ）個体の感受性を処置するためにこのような活性化合物を配合する分野に固有の制約
によって一般的に決まり、これらに直接依存する。
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【０２８２】
　従って、本明細書で提供される開示に基づき、用量および投与計画を、当治療分野で周
知の方法に従って調整することは、当業者に理解されるであろう。即ち、最大耐用量は、
容易に確立され得、患者に検出可能な治療利益をもたらす有効量も決定し得、各薬剤を投
与して患者に検出可能な治療利益をもたらす時間要件も決定できる。従って、ある特定の
用量および投与計画を本明細書で例示するが、これらの例は、本発明を実践する際に患者
に提供することのできる用量および投与計画を一切限定しない。
【０２８３】
　投薬量の値は、緩和しようとする状態のタイプおよび重篤度によって変動し得、単回ま
たは複数回の用量を含み得ることに留意されたい。任意の特定の対象について、詳細な投
薬計画は、個々の要求、および組成物の投与を管理監督する者の専門的な判断に従って時
間と共に調整すべきであること、並びに本明細書で示す投薬量範囲は、例示的なものにす
ぎず、請求項に係る組成物の範囲または実用を限定するものでないことは、さらに理解さ
れるべきである。さらに、本発明の組成物を用いた投薬計画は、疾患のタイプ、患者の年
齢、体重、性別、医学的状態、状態の重症度、投与経路、および用いる特定の抗体を含め
た様々な要因に基づくものでよい。即ち、投薬計画は、幅広く変動し得るが、標準の方法
を使用して日常的に決めることができる。例えば、用量は、薬動学的または薬力学的パラ
メータに基づき調整することができ、パラメータは、毒作用などの臨床作用および／また
は臨床検査値を含み得る。従って、本発明は、当業者によって決定される患者内での用量
漸増を包含する。適切な投薬量および計画の決定は、関連分野で周知であり、本明細書で
開示する教示が一度提供されれば、当業者によって実現されると理解される。
【０２８４】
　ヒト対象への投与について、本明細書で開示する抗体（例えば、単一特異性または二重
特異性）または抗体コンジュゲートの合計１か月用量は、典型的には、当然のことながら
投与方式、作用機序および標的の生物学に応じて、患者１人あたり約０.５ｍｇ～約１２
００ｍｇの範囲にある。例えば、静脈内の１か月用量には、約１～約１０００ｍｇ／患者
が必要であり得る。合計１か月用量は、単回または分割用量で投与し得、医師の裁量で、
本明細書で示す典型的範囲の範囲外になってもよい。
【０２８５】
　本明細書で開示する抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体コンジュ
ゲートの治療または予防有効量の例示的かつ非限定的な範囲は、約１～約１０００ｍｇ／
患者／月である。ある特定の実施態様では、ヘテロ二量体タンパク質は、約１～約２００
または約１～約１５０ｍｇ／患者／月で投与され得る。
【０２８６】
キット
　本発明は、本方法で使用するためのキットも提供する。本発明のキットは、本明細書に
記載の抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体コンジュゲート、および
本明細書に記載の本発明の方法のいずれかによって使用するための指示書を含む、１つま
たはそれ以上の容器を含む。一般に、これらの指示書は、上述した治療的処置のためにヘ
テロ二量体タンパク質を投与する説明を含む。
【０２８７】
　本明細書に記載の抗体（例えば、単一特異性または二重特異性）または抗体コンジュゲ
ートの使用に関する指示書は、一般に、意図される治療のための投与量、投薬スケジュー
ル、および投与経路に関する情報を含む。容器は、単位用量、バルクパッケージ（例えば
、マルチドーズパッケージ）、またはサブユニット用量のものであり得る。本発明のキッ
ト内に供給される指示書は、一般に、ラベルまたは添付文書（例えば、キット内に含まれ
る紙シート）での書面による指示書であるが、機械で読める指示書（例えば、磁気または
光記憶ディスクで実行される指示書）も許容できる。 
【０２８８】
　本発明のキットは、適当な包装内にある。適当な包装には、バイアル、ボトル、広口瓶
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、フレキシブル包装（例えば、密封されたマイラーバッグまたはビニール袋）などが含ま
れるが、これらに限定されない。特定のデバイス、例えば、吸入器、経鼻投与デバイス（
例えば、アトマイザ）、またはミニポンプなどの注入デバイスなどと組み合わせて使用す
るためのパッケージも企図されている。キットは、滅菌したアクセスポートを有し得る（
例えば、容器は皮下注射針で穿孔可能なストッパーを有する静脈注射用溶液バッグまたは
バイアルであり得る）。容器も、滅菌したアクセスポートを有し得る（例えば、容器は皮
下注射針で穿孔可能なストッパーを有する静脈注射用溶液バッグまたはバイアルであり得
る）。組成物中の少なくとも１種の活性物質は、二重特異性抗体である。容器は、第２の
医薬的活性物質をさらに含むことができる。
【０２８９】
　キットは、追加の構成要素、例えば、緩衝液および解釈情報などを任意選択により提供
できる。通常、キットは、容器、および容器上の、またはこれに付随したラベルまたは添
付文書を含む。
【０２９０】
　米国仮出願番号６２／２８１,５４３（２０１６年１月２１日出願）および６２／４３
１,７６６（２０１６年１２月８日出願）の内容を、あらゆる目的で本明細書の一部とす
る。
【０２９１】
生物の寄託
　本発明の代表的な材料は、American Type Culture Collection（アメリカ合衆国、2011
0-2209、バージニア州、マサチューセッツ、ユニバーシティブールバード、10801）に寄
託した。ＡＴＣＣ受託番号　　を有するベクターは、軽鎖可変領域をコードするポリヌク
レオチドであり、ＡＴＣＣ受託番号　　を有するベクターは、重鎖可変領域をコードする
ポリヌクレオチドである。寄託は、特許手続上の微生物の寄託の国際承認に関するブダペ
スト条約およびその下の規定（ブダペスト条約）の条項下で行った。これにより、寄託日
から３０年間、寄託物の生存培養が保証される。寄託物は、ブダペスト条約の条項、並び
にファイザー・インクとＡＴＣＣとの契約の対象であって、関係する米国特許の発行の後
、または米国もしくは外国特許出願の公共への公開の後のいずれか早い方に、公共に寄託
物の培養の子孫の永続的および非制限的利用可能性を保証し、米国特許法第１２２条およ
びこれに準じた長官規則（８８６ ＯＧ ６３８を特に参照して連邦規則法典第３７巻第１
.１４条を含む）によって、米国特許商標庁長官が権利を有すると決定したものへの子孫
の利用可能性を保証する、契約の対象の下でＡＴＣＣによって利用可能にされることにな
る。
【０２９２】
　本願の譲受人は、寄託した材料の培養物が、適当な条件下で培養されたとき、死滅し、
または失われ、もしくは破壊された場合、通知された後、材料を別の同じものに即座に置
き換えることに同意した。寄託した材料の利用可能性は、任意の政府の権限下でその特許
法に従って付与された権利に違反した本発明の実施のライセンスと解釈されるべきでない
。
【０２９３】
　以下の実施例は、例示的な目的だけのために提供されており、本発明の範囲を決して限
定するように意図されていない。実際に、本明細書に示し、記載したものに加えて、本発
明の様々な改変形態が、前述の説明から当業者に明らかとなり、添付の特許請求の範囲内
にある。
【実施例】
【０２９４】
実施例
実施例１：組換え抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩマウス－ヒトキメラ抗体およびヒト化抗体の親和
性測定
　本実施例は、キメラおよびヒト化抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の親和性を２５℃および３
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７℃で測定するものである。
【０２９５】
　ハイブリドーマから生成した抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩマウス（ｍ）抗体ｍ６２Ｇ７を配列
解読し、マウス－ヒトキメラ抗体として発現するのに適するベクターにサブクローニング
した。マウス抗体ｍ６２Ｇ７のＣＤＲをヒトフレームワークに移植し、ヒトＩｇＧ１組換
え抗体ｈ６２Ｇ７として発現させた。重鎖および軽鎖のＣＤＲに変異を導入することによ
り、ｈ６２Ｇ７の親和性変異体を作製した。組換え抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩキメラ抗体ｍ６
２Ｇ７およびヒト化ｈ６２Ｇ７抗体の親和性を、実験等級の抗－ヒトＦｃ結合ＣＭ４セン
サーチップ（GE Healthcare Inc., Piscataway, NJ）を備えた表面プラズモン共鳴Biacor
e（商標）T200バイオセンサーで測定した。次いで、抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体を抗－ヒ
トＦｃにより捕捉した。次いで、単量体８－ヒスチジンタグ付加ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩ細
胞外ドメインを分析物として最高濃度１０００ｎＭの１０倍希釈系列で注入した。抗－Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩ抗体のヒトＥＧＦＲｖＩＩＩに対する親和性を２５℃および３７℃で測定
した（表６）。これらの抗体のいずれも、１０００ｎＭ ８－ヒスチジンタグ付加組換え
野生型タンパク質ＥＧＦＲｗｔに、同じアッセイ条件下で検出可能な結合を示さなかった
。
【０２９６】
　表６において、ｈ６２Ｇ７の変異体を、重鎖の改変、次いで軽鎖の改変を参照して記述
する。例えば、抗体クローン「ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６」は、重鎖の「ＥＱ」改変（本明
細書において「ｈ６２Ｇ７－ＥＱ」とも呼ばれる）および軽鎖の「Ｌ６」改変（本明細書
において「ｈ６２Ｇ７－Ｌ６」とも呼ばれる）を含むｈ６２Ｇ７クローンを表す。これら
の重鎖および軽鎖のアミノ酸配列を、表２に提供する。また、本願において、ｈ６２Ｇ７
変異体は、重鎖または軽鎖変異体のいずれかを最初に記載して表し得る－よって、例えば
、「ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６」および「ｈ６２Ｇ７－Ｌ６／ＥＱ」は、両方とも、ｈ６２
Ｇ７－ＥＱ重鎖およびｈ６２Ｇ７－Ｌ６軽鎖を含む抗体を表す。
【０２９７】
表６
【表６】

【０２９８】
実施例２：ヒト抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の親和性測定
　本実施例は、各種のヒト抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の親和性を３７℃で測定するもので
ある。
【０２９９】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩに対するヒト抗体を生成するために、遺伝子組換えAlivaMab マウス 
(Ablexis LLC, San Francisco, CA) を、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、Ｆ９８－ｎｐＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ (American Type Culture Collection, Manassas, VA) およびＥＧＦＲｖＩＩＩのジ
ャンクション領域に割り当てられたペプチド（配列番号２２７：ＣＧＳＧＳＧＬＥＥＫＫ
ＧＮＹＶＶＴＤＨ）を発現するラット神経膠芽腫細胞株の交互のスケジュールで免疫した
。標準的な技法を使用してハイブリドーマを生成した。これらのハイブリドーマのＥＧＦ
ＲｖＩＩＩに対する結合親和性および特異性を決定するために、培養上清中の抗体を、抗
－マウスＦｃ結合ＣＭ４センサーチップ（Biacore（商標） AB, Uppsala, Sweden - 現 G
E Healthcare）を備えたBiacore（商標）T200バイオセンサーを使用して、抗－マウスＦ
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ｃにより捕捉した。次いで、単量体８－ヒスチジンタグ付加ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩ細胞外
ドメインを分析物として、最高濃度１０００ｎＭで出発する１０倍希釈系列で注入した。
抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体のヒトＥＧＦＲｖＩＩＩに対する親和性を３７℃で測定した（
表７）。これらのハイブリドーマ抗体のいずれも、１０００ｎＭ ８－ヒスチジンタグ付
加組換え野生型タンパク質ＥＧＦＲｗｔに、同じアッセイ条件下で検出可能な結合を示さ
なかった。
【０３００】
表７
【表７】

【０３０１】
実施例３：フローサイトメトリーによる、抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体のＥＧＦＲｖＩＩＩ
発現細胞株に対する結合特異性
　本実施例は、抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体のＥＧＦＲｖＩＩＩ発現細胞に対する細胞結合
特異性を立証するものである。
【０３０２】
　AlivaMab マウスから生成した抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の細胞結合特異性を評価する
ために、３つの同質遺伝子的ラット神経膠芽腫細胞株およびヒト癌細胞株を使用した：Ｆ
９８（いずれの形態のヒトＥＧＦＲも発現しない）、Ｆ９８－ＥＧＦＲｗｔ（野生型ＥＧ
ＦＲを発現する）、Ｆ９８－ｎｐＥＧＦＲｖＩＩＩ（ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する）およ
びＡ４３１（野生型ＥＧＦＲを過剰発現する類表皮癌細胞株）、すべてAmerican Type Cu
lture Collection (Manassas, VA) から入手した。細胞染色のために、５００,０００個
の細胞を５０μｌのハイブリドーマ上清と４５分間４℃でインキュベートし、結合バッフ
ァー（ＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）＋０.５％ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン））で洗浄し
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、続いて Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA) のＦＩＴＣ－コンジ
ュゲート－ヤギ抗－マウスＦｃ特異的二次抗体とインキュベートした。表８Ａおよび８Ｂ
は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現細胞株上のＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体（クローン２０Ｇ５を除く）
の平均蛍光強度（ＭＦＩ）が、非発現細胞株よりも少なくとも１０倍高かったことを示す
。図１Ａ、図１Ｂおよび図１Ｃは、組換えヒトＩｇＧ１抗体としてクローニングされ、発
現された３つのＥＧＦＲｖＩＩＩ特異的クローンである、４２Ｇ９（図１Ａ）、３２Ａ１
０（図１Ｂ）および３２Ｇ８（図１Ｃ）の、３つのＦ９８細胞株に対するＦＡＣＳ結合ヒ
ストグラムの例を示す。
【０３０３】
表８Ａ
【表８－１】

【０３０４】
表８Ｂ
【表８－２】

【０３０５】
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実施例４：ファージライブラリー由来の完全ヒト抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の親和性測定
　本実施例は、各種のヒト抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体の親和性を２５℃で測定するもので
ある。
【０３０６】
　ファージライブラリースクリーンにより得られたヒト抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体を配列
解読し、ヒトＩｇＧ１抗体として発現するのに適するベクターにサブクローニングした。
抗体の親和性を、２５℃で、抗－ヒトＦｃ結合ＣＭ４センサーチップ（GE Healthcare In
c., Piscataway, NJ）を備えた表面プラズモン共鳴Biacore（商標）T200バイオセンサー
で測定した（表９）。抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体を抗－ヒトＦｃにより捕捉した。次いで
、単量体８－ヒスチジンタグ付加ヒトＥＧＦＲｖＩＩＩ細胞外ドメインを分析物として１
０００ｎＭから出発する１０倍希釈系列で注入した。これらの２つの抗体のうち、Ｃ６の
みが、２５℃で１０００ｎＭ ８－ヒスチジンタグ付加組換え野生型タンパク質ＥＧＦＲ
ｗｔに非常に弱いが検出可能な結合を示した。
【０３０７】
表９
【表９】

【０３０８】
実施例５：ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現するＧＢＭ細胞株の生成および特性評価
　本実施例は、ＧＢＭ細胞株における野生型ＥＧＦＲおよびＥＧＦＲｖＩＩＩの発現を立
証するものである。
【０３０９】
　５つのＧＦＰ（緑色蛍光タンパク質）およびルシフェラーゼを導入されたヒト神経膠芽
腫細胞株、ＤＫＭＧ、ＬＮ１８、ＬＮ１８－ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＬＮ２２９およびＬＮ２
２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩを機能解析に使用した。内在性野生型ＥＧＦＲおよびＥＧＦＲｖ
ＩＩＩの両方を発現するＤＫＭＧは、ＤＳＭＺ（Braunschweig, Germany）から入手した
。野生型ＥＧＦＲのみを発現するＬＮ１８およびＬＮ２２９は、American Type Culture 
Collection (Manassas, VA) から入手した。ＧＦＰ－ルシフェラーゼ標識細胞株を生成す
るために、ＤＫＭＧ、ＬＮ１８およびＬＮ２２９に、ＧＦＰ（緑色蛍光タンパク質）およ
びルシフェラーゼの両方をバイシストロニックな系でコードするレンチウイルス粒子 (Am
sbio, Cambridge, MA) を導入した。次いで、これらの親細胞株に全長ＥＧＦＲｖＩＩＩ
遺伝子（配列番号２０１）をコードするレンチウイルスベクターを導入することにより、
ＬＮ１８－ＥＧＦＲｖＩＩＩおよびＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩを生成した。次いで、
各細胞株における野生型ＥＧＦＲおよびＥＧＦＲｖＩＩＩの発現をフローサイトメトリー
で分析した。細胞染色のために、３００,０００個の細胞を、３μｇのＥＧＦＲ野生型特
異的抗体またはＥＧＦＲｖＩＩＩ特異的抗体と、１００μｌの結合バッファー（ＰＢＳ（
リン酸緩衝食塩水）＋２％ＦＢＳ）中、４５分間４℃でインキュベートし、結合バッファ
ーで洗浄し、続いて、Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA)の Alexa
 Fluor 647－コンジュゲート－ヤギ抗－ヒトＦｃ特異的二次抗体とインキュベートした。
図２Ａ－Ｃは、各々、ＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＬＮ１８－ＥＧＦＲｖＩＩＩおよ
びＤＫＭＧにおける野生型ＥＧＦＲおよびＥＧＦＲｖＩＩＩの発現プロフィールを示す。
【０３１０】
実施例６：ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体のインビトロ細胞傷害性アッセイ
　本実施例は、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現するＧＢＭ細胞株に対するＥＧＦＲｖＩＩＩ－Ｃ
Ｄ３二重特異性抗体の細胞傷害性を立証するものである。
【０３１１】
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　ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体を生成するために、抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗
体および抗－ＣＤ３抗体の重鎖可変ドメインを、適当なヒトＩｇＧ２をベースとする二重
特異性ベクターにサブクローニングし、それらの対応する軽鎖と共にＨＥＫ２９３細胞に
発現させた。ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体の精製は、公開された方法（J Mo
l Biol, 2012, 3, pp204-219; 米国特許出願公開２０１３／０１１５２０８）に従って行
った。これらのアッセイにおいて、ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体は、抗－Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩクローンｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６、３０Ｄ８または４２Ｇ９の抗－ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ配列を含む。
【０３１２】
　本実施例における標的細胞は：ＥＧＦＲｖＩＩＩを導入されたＬＮ１８－ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ細胞（図３Ａ）および親のＬＮ１８（図３Ｂ）細胞；ＥＧＦＲｖＩＩＩを導入された
ＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ（図４Ａ）および親のＬＮ２２９（図４Ｂ）細胞；並びに
、ＤＫＭＧ細胞（内在性のＥＧＦＲｖＩＩＩおよびＥＧＦＲ野生型タンパク質を発現する
）（図５）であった。
【０３１３】
　細胞傷害性アッセイのために、ルシフェラーゼを導入された標的細胞を、ＰＢＭＣ培地
（ＲＰＭＩ、１０％ＦＢＳ、２ｍＭ Ｌ－グルタミン、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ、２０ｕ
Ｍ β－メルカプトエタノール、１０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１％非必須アミノ酸、１ｍＭピル
ビン酸ナトリウム）中、白色９６ウェルプレートに細胞１０,０００個／ウェルで播種し
、３７℃でインキュベートした。２４時間後、所望のＴ：Ｅ（標的：エフェクター）比（
ＬＮ１８およびＬＮ２２９細胞には、１：１とするために１０,０００個のＴ細胞；ＤＫ
ＭＧ細胞には、１：５とするために５０,０００個のＴ細胞）で活性化されたＴ細胞を、
ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体、負の対照としてのヒトＩｇＧ、負の対照とし
ての二重特異性Ｆｃ骨格中のＣＤ３一価抗体、または、負の対照としての野生型ヒトＩｇ
Ｇ中の二価抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩｍＡｂ ４２Ｇ９と共に標的細胞に添加した。細胞をさ
らに２４時間３７℃でインキュベートした。アッセイ終了時に生きている標的細胞の量を
検出するために、培地を廃棄し、１００μｌの１５０μｇ／ｍｌルシフェリンを各ウェル
に添加した。発光シグナルをSpectraMax M5 Plate Reader (Molecular Devices, Sunnyva
le, CA) で取得した。生きている標的細胞の割合を、各サンプルの発光の値を標的細胞の
みを含む対照ウェルのものに対して標準化することにより決定した。
【０３１４】
　結果を図３Ａ、３Ｂ、４Ａ、４Ｂおよび５にまとめる。これらのグラフにおいて、ＥＧ
ＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体のデータを白色の記号で、負の対照抗体のデータを
黒色の記号で表す。
【０３１５】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する標的細胞は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体ｈ
６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６／ＣＤ３ｂｉＦｃ、３０Ｄ８／ＣＤ３ｂｉＦｃおよび４２Ｇ９／Ｃ
Ｄ３ｂｉＦｃによる処理に対して用量依存的応答を示した。対照的に、ＥＧＦＲ野生型タ
ンパク質のみを発現する標的細胞は殺されなかった。これは、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現す
る細胞に対するＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体の特異性を示す。加えて、ＥＧ
ＦＲｖＩＩＩを発現する標的細胞は、負の対照抗体であるヒトＩｇＧ、ＣＤ３一価ｂｉＦ
ｃまたは４２Ｇ１ ｈＩｇＧ１（抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体）による処理に応答を示さな
かった。
【０３１６】
　例えば、０.０１ｎＭ ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６／ＣＤ３ｂｉＦｃで処理されたＬＮ１８
－ＥＧＦＲｖＩＩＩ標的細胞は、アッセイ終了時に約２０％のみが生存できた。対照的に
、０.１ｎＭ対照ＩｇＧ、ＣＤ３一価ｂｉＦｃまたは４２Ｇ９ ｈＩｇＧ１で処理されたＬ
Ｎ１８－ＥＧＦＲｖＩＩＩ標的細胞は、アッセイ終了時に約１００％が生存できた（図３
Ａ）。加えて、０.０１ｎＭ ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６／ＣＤ３ｂｉＦｃで処理された親の
細胞株であるＬＮ１８標的細胞は、アッセイ終了時に約１００％が生存できた（図３Ｂ）
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。
【０３１７】
　他の例では、０.０１ｎＭ ４２Ｇ９／ＣＤ３ｂｉＦｃで処理されたＬＮ２２９－ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ標的細胞は、アッセイ終了時に約３５％のみが生存できた。対照的に、０.１
ｎＭ対照ＩｇＧ、ＣＤ３一価ｂｉＦｃまたは４２Ｇ９ ｈＩｇＧ１で処理されたＬＮ２２
９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ標的細胞は、アッセイ終了時に約９０～１００％が生存できた（図
４Ａ）。加えて、０.０１ｎＭ ４２Ｇ９／ＣＤ３ｂｉＦｃで処理された親の細胞株である
ＬＮ２２９標的細胞は、アッセイ終了時に約１００％が生存できた（ＦＩＧ４Ｂ）。
【０３１８】
　他の例では、１ｎＭ ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６／ＣＤ３ｂｉＦｃで処理されたＤＫＭＧ
標的細胞は、アッセイ終了時に約３５％のみが生存できた（図５）。対照的に、１ｎＭ対
照ＩｇＧ、ＣＤ３一価ｂｉＦｃまたは４２Ｇ９ ｈＩｇＧ１で処理されたＤＫＭＧ標的細
胞は、アッセイ終了時に約１００％が生存できた（図５）。
【０３１９】
　これらのデータは、ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体が、Ｔ細胞によるＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ発現細胞の殺傷を効果的に媒介することを立証する。
【０３２０】
実施例７：ＧＢＭモデルＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩにおける抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ－
ＣＤ３二重特異性抗体のインビボ研究
　本実施例は、皮下ＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ ＧＢＭ細胞株モデルにおいて抗－Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩ二重特異性抗体のインビボ抗腫瘍活性を測定するものである。
【０３２１】
　３００万個のＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ細胞を５～６週齢ＮＳＧマウス (Jackson 
Laboratory, Sacramento, CA) に皮下移植した。腫瘍の体積を、週に１回ノギスで測定し
、式：腫瘍の体積＝（長さｘ幅２）／２に従って算出した。腫瘍移植後１８日目に、動物
を腫瘍のサイズにより無作為に５匹ずつの群に分けた。２０００万個の新鮮な汎Ｔ細胞を
腹腔内に単回投与し、続いて、０.５ｍｇ／ｋｇのＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性
抗体（これらの抗体は、抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩクローンｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６、３０Ｄ
８または４２Ｇ９の抗－ＥＧＦＲｖＩＩＩ配列を含む）または二重特異性Ｆｃ骨格中のＣ
Ｄ３一価対照を尾静脈にボーラス注射した。
【０３２２】
　結果を図６にまとめる。このグラフにおいて、ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗
体のデータを白色の記号で、負の対照抗体のデータを黒色の記号で表す。
【０３２３】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３二重特異性抗体ｈ６２Ｇ７－ＥＱ／Ｌ６／ＣＤ３ｂｉＦｃ、
３０Ｄ８／ＣＤ３ｂｉＦｃおよび４２Ｇ９／ＣＤ３ｂｉＦｃは、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現
するＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ ＧＢＭ細胞のインビボでの増殖を阻害した。対照的
に、負の対照の抗体ＣＤ３一価ｂｉＦｃおよび無処理の対照（即ち、マウスはＴ細胞また
は抗体を投与されなかった）は、ＬＮ２２９－ＥＧＦＲｖＩＩＩ ＧＢＭ細胞のインビボ
での増殖を阻害しなかった。例えば、腫瘍移植後３７日目に、ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３
二重特異性抗体３０Ｄ８／ＣＤ３ｂｉＦｃおよび４２Ｇ９／ＣＤ３ｂｉＦｃで処置された
マウスの平均腫瘍体積は１００ｍｍ３未満であったが、無処置またはＣＤ３一価ｂｉＦｃ
で処置したマウスの平均腫瘍体積は１２００ｍｍ３より大きかった。
【０３２４】
　これらのデータは、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現腫瘍細胞に対するＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＣＤ３
二重特異性抗体のインビボの抗腫瘍活性を立証する。
【０３２５】
　開示する教示について、種々の用途、方法、キットおよび組成物を参照して説明してき
たが、本明細書における教示および以下の請求項に係る発明から離れることなく、種々の
変更および改良がなし得ることは理解されよう。前述の実施例は、開示する教示をより十
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分に例示するために提供したものであり、本明細書で示す教示の範囲を限定するものでな
い。本教示について、これらの例示的な実施態様に関して説明してきたが、当業者は、こ
れらの例示的な実施態様のいくつもの変形および改変が、過度な実験なしで可能であるこ
とを容易に理解するであろう。このような変形および改変はすべて、本教示の範囲内にあ
る。
【０３２６】
　特許、特許出願、論文、教科書などを含む、本明細書で引用するすべての参考文献、お
よびその中で引用されている参考文献は、すでにそうされていない限り、その全体が参照
により本明細書に導入される。導入された文献および同様の資料の１つまたはそれ以上が
、定義された用語、用語の用法、記載される技法などを含むが、これらに限定されない事
項について、本出願、本出願と相違または矛盾する場合、本出願が統制する。
【０３２７】
　前述の説明および実施例は、本発明のある特定の詳細な実施態様を詳述し、発明者らが
企図する最良の形態について説明するものである。しかしながら、前述の事項が本文中で
どんなに詳細に説明されていようと、本発明は、多様に実施されてよく、また、添付の特
許請求の範囲およびその任意の均等物に従って解釈すべきであることが理解されよう。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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